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Résumé 
Le diabète de type 2 (DT2) se caractérise par une production insuffisante 
d'insuline par le pancréas ainsi qu'une résistance des tissus périphériques à 
l'action de l'insuline. Dans les cellules bêta pancréatiques, le glucose stimule 
la production de l'insuline en induisant la transcription de son gène et la 
traduction ainsi que la sécrétion de sa protéine. Paradoxalement, une 
exposition prolongée et simultanée de ces cellules à de hautes concentrations 
de glucose en présence d'acides gras conduit à la détérioration de la fonction 
bêta pancréatique et au développement du DT2. Toutefois, les mécanismes 
moléculaires responsables de ces effets du glucose ne sont que partiellement 
connus. L'objectif du travail décrit dans cette thèse est d'identifier les 
mécanismes responsables de la régulation de la transcription du gène de 
l'insuline. 
 
PDX-1 (de l’anglais pour pancreatic and duodenal homeobox 1) est un facteur 
de transcription  majeur et essentiel tant pour le développement du pancréas 
que pour le maintien de sa fonction à l'état adulte. En réponse au glucose, 
PDX-1 se lie au promoteur du gène de l'insuline et induit sa transcription. Ceci 
est inhibé par l'acide gras palmitate. Dans la première partie des travaux 
effectués dans le cadre de cette thèse, nous avons identifié deux mécanismes 
de régulation de la transcription du gène de l'insuline: le premier via ERK1/2 
(de l'anglais pour extracellular-signal-regulated protein kinases 1 and 2) et le 
second par l’enzyme PASK (pour per-arnt-sim kinase). Nous avons 
également mis en évidence l'existence d'un troisième mécanisme impliquant 
l'inhibition de l'expression du facteur de transcription MafA par le palmitate.  
Nos travaux indiquent que la contribution de la signalisation via  PASK est 
majeure. L'expression de PASK est augmentée par le glucose et inhibée par 
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le palmitate. Sa surexpression dans les cellules MIN6 et les îlots isolés de rats, 
mime les effets du glucose sur l'expression du gène de l'insuline ainsi que sur 
l'expression de PDX-1 et prévient les effets délétères du palmitate. Dans la 
deuxième partie de la thèse, nous avons identifié un nouveau mécanisme par 
lequel PASK augmente la stabilité protéique de PDX-1, soit via la 
phosphorylation et l'inactivation de la protéine kinase GSK3 (de l'anglais 
pour glycogen synthase kinase 3 beta).  
 
Le glucose induit la translocation de PDX-1 du cytoplasme vers le noyau, ce 
qui est essentiel à sa liaison au promoteur de ses gènes cibles. L'exclusion 
nucléaire de PDX-1 a été observée dans plusieurs modèles ex vivo et in vivo 
de dysfonction de la cellule bêta pancréatique. Dans le dernier volet de cette 
thèse, nous avons démontré l'importance de l'utilisation de cellules primaires 
(îlots isolés et dispersés) pour étudier la translocation nucléaire de PDX-1 
endogène étant donné que ce mode de régulation est absent dans les lignées 
insulino-sécrétrices MIN6 et HIT-T15. 
 
Ces études nous ont permis d'identifier et de mieux comprendre les 
mécanismes régulant la transcription du gène de l'insuline via le facteur de 
transcription PDX-1. Les cibles moléculaires ainsi identifiées pourraient 
contribuer au développement de nouvelles approches thérapeutiques pour le 
traitement du diabète de type 2. 
 
Mots-clés : Diabète, îlots de Langerhans, cellule bêta pancréatique, gène de 
l'insuline, PDX-1, PASK, GSK3, ERK1/2, PKB, glucose, palmitate. 
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Abstract 
Type 2 diabetes (T2D) is characterized by an impaired insulin secretion from 
the pancreas and a peripheral insulin resistance. In pancreatic  cells, glucose 
stimulates insulin production by inducing its gene transcription, translation 
and secretion. Chronic and simultaneous exposure of pancreatic  cells to 
elevated glucose concentrations in the presence of fatty acids lead to the 
deterioration of their function and the development T2D. However, the 
molecular mechanisms underlying this regulation are not completely known. 
The aim of this thesis is to identify the mechanisms involved in the regulation 
of insulin gene transcription.  
  
PDX-1 is a major transcription factor that is essential for the development and 
function of the pancreas. In response to glucose, PDX-1 binds to the insulin 
gene promoter and triggers its transcription. This is inhibited by the fatty acid 
palmitate. In the first study, we identified two mechanisms of regulation of 
insulin gene transcription. An ERK1/2 (extracellular-signal-regulated kinase 
1 and 2)- and a PASK (Per-Arnt-Sim kinase)-mediated pathways. We also 
show evidence of a third mechanism that involves inhibition of the expression 
of the transcription factor MafA by palmitate. 
 
Our data indicate that PASK-mediated regulation of insulin gene transcription 
is a major pathway. PASK expression is induced by glucose and inhibited 
palmitate. Its overexpression in MIN6 cells and isolated rat islet mimics the 
effect of glucose on both insulin gene transcription and PDX-1 expression and 
it prevents the inhibitory effects of palmitate.  
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In the second part of this work, we identified a novel role of PASK in the 
pancreatic beta cell, by which it promotes PDX-1 protein stability, via 
phosphorylation and inactivation of GSK3 (glycogen synthase kinase 3 
beta). 
 
Glucose induces PDX-1 nuclear translocation which is required for its binding 
to the promoter of its target genes. Nuclear exclusion of PDX-1 has been 
observed in both ex vivo and in vivo models of beta cell dysfunction. Here, we 
demonstrate the importance of using isolated islets to study endogenous PDX-
1 nuclear translocation as this regulation is absent in the insulin secreting cell 
lines MIN6 and HIT-T15. 
 
This work has led us to identify and better understand the mechanisms of 
regulation of insulin gene transcription via PDX-1. The molecular targets 
herein identified, may contribute to the development of new therapeutic 
approaches T2D treatment. 
 
Keywords : Diabetes, islets of Langerhans, pancreatic -cells, insulin gene, 
PDX-1, PASK, GSK3, ERK1/2, PKB, glucose, palmitate. 
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Chapitre I : Le diabète 
 
Le diabète est une maladie chronique qui survient lorsque le pancréas ne 
produit pas assez d’insuline et lorsque les tissus périphériques ne répondent 
plus adéquatement à l’action de l’insuline. Il en résulte une augmentation des 
concentrations de glucose dans le sang (hyperglycémie). Les symptômes de 
polyurie (besoin fréquent d’uriner), de polydipsie (soif intense) et de 
polyphagie (faim excessive) apparaissent alors. L’hyperglycémie chronique 
du diabète est associée à de sérieuses complications affectant les yeux, les 
reins, le système nerveux, le cœur et les vaisseaux sanguins. 
 
Historique 
Le diabète est l'une des maladies les plus anciennement connues. À l'époque 
de l’antiquité égyptienne, le Papyrus de Thèbes datant de l’an 1500 av. J-C 
décrit des symptômes identiques à ceux du diabète, soit une abondance 
anormale des urines et une soif intense entrainant un dépérissement du corps 
et la mort (1,2). En Inde, 400-500 ans av. J-C, les médecins ont constaté que 
l’urine des personnes diabétiques attirait les mouches et les fourmis et ont 
nommé cette maladie madhumeha qui veut dire « urine de miel » qu’ils 
diagnostiquaient en goûtant l’urine ou en comptant le nombre de fourmis qui 
y étaient attirées (3). 131-201 après J.C., Arétée de Cappadoce assigne pour 
la première fois à cette maladie le terme diabetes qui en grec veut dire « couler 
à travers », faisant référence au flux abondant d’urine (4). Ce n’est finalement 
qu’au 17ième siècle que John Rollo rajoute pour la première fois le terme 
mellitus au mot diabète, qui provient du latin et du grec signifiant « miel » (5). 
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En 1776, le médecin anglais Matthew Dobson isole le sucre des urines et 
démontre que le sérum en contient aussi. Au 19ième siècle, l’étudiant allemand 
Paul Langerhans découvre que le pancréas contient différents type de cellules 
qui sont regroupés en îlots. Ces groupes de cellules porteront son nom : les 
îlots de Langerhans. Le rôle du pancréas dans le maintien de la glycémie a 
finalement été mis en évidence par les allemands Oskar Minkowski et Josef 
Von Mering qui ont constaté que l’ablation de cet organe chez le chien 
entraîne le diabète et la mort qui s'ensuit très rapidement. Le diabète était ainsi 
jusque-là une maladie fatale et l'espérance de vie des personnes atteintes ne 
dépassait pas les quelques semaines, voire quelques mois. Les médecins 
prescrivaient alors une diète extrêmement faible en glucides, ce qui leur 
permettait de vivre encore quelques années tout au plus. Enfin en 1921, le 
chirurgien canadien Frederick Grant Banting, avec l’aide de son étudiant 
Herbert Best et du biochimiste James Collip ainsi qu’avec le soutien de John 
Mac Leod, obtiennent des extraits pancréatiques aux propriétés 
hypoglycémiantes. L’un des premiers enfants soignés dès 1922 avec l'insuline 
isolée, un garçon de 14 ans, Ted Ryder, est décédé en 1993 à l’âge de 77 ans 
(6). En récompense à leur grande découverte, Banting et Mac Leod reçoivent 
en 1923 le prix Nobel de Médecine et le partagent avec Best et Collip (7). 
L'insuline ne soigne pas le diabète, mais sauve de nombreuses vies et permet 
aux personnes atteintes d'avoir une espérance de vie et une qualité de vie 
presque normales.   
 
Statistiques 
Aujourd’hui, le diabète a atteint des proportions épidémiques. L’organisation 
mondiale de la santé (OMS) estime à 347 millions les personnes atteintes de 
diabètes dans le monde. En l’an 2000, plus de 2 millions de canadiens étaient 
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atteints de diabète. Ils seraient plus de 3,5 millions en 2030 (8). À l’échelle 
nationale, 760 000 québécois sont diabétiques et près du quart de ces 
personnes l’ignorent (9). 
 
Diagnostic et classification 
Le diabète est une maladie du métabolisme des glucides. Son diagnostic a été 
pendant des décennies basé sur la quantité de glucose présente dans le sang, 
soit par sa mesure directe à l’état à jeun ou suite à une ingestion d’une dose 
de 75 g de glucose. La glycémie normale varie de 3.5 à 6.1 mmol/l de glucose. 
L’Association Canadienne du Diabète a récemment publié des 
recommandations dans lesquelles elle définit une intolérance au glucose par 
une glycémie à jeun égale ou supérieure à 7.0 mmol/L et égale ou supérieure 
à 11.1 mmol/L, 2 heures suivant l’ingestion de 75 g de glucose selon le test 
d’hyperglycémie provoquée, OGTT (de l’anglais pour oral glucose tolerance 
test) (Tableau 1) (10).  
 
Un état de pré-diabète réfère à une situation d’intolérance au glucose et/ou à 
une anomalie de la glycémie à jeun. Ces conditions mettent le patient à risque 
de développer le diabète et ses complications, mais sont souvent réversibles 
suite à l’adoption d’une alimentation saine en plus de l’exercice physique 
(10).  
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Tableau I : Critères de diagnostic du diabète selon le guide de 
l’Association Canadienne du Diabète. 
 
 
Anomalie de la glycémie à jeun (AGJ) 
À jeun 
et 
2 h post-ingestion de 75 g de glucose                                                                        
6.1-6.9 mmol/l (110-125 mg/dl) 
 
< 7.8 mmol/l (140 mg/dl)
 
Intolérance au glucose (IG) 
 
À jeun 
et 
2 h post-ingestion de 75 g de glucose                                                                        
< 7.0 mmol/l (126 mg/dl) 
 
≥ 7.8 et< 11.1mmol/l (140-200 
mg/dl) 
 
Diabète 
 
À jeun 
ou 
2 h post-ingestion de 75 g de glucose  
≥ 7.0 mmol/l (126 mg/dl) 
 
≥ 11.1 mmol/l (200 mg/dl) 
 
 
  
6 
 
Le diabète de type 1 
Le diabète de type 1 est une maladie auto-immune caractérisée par la 
destruction des cellules bêta pancréatiques et la déficience totale en insuline. 
Cette forme de diabète touche 5 à 10 % de la population diabétique et 
nécessite des injections quotidiennes d’insuline tout au long de la vie du 
patient (8,11,12). En plus de la polyurie, de la polydipsie et la polyphagie, les 
symptômes incluent également la perte de poids soudaine, la fatigue et une 
vision embrouillée. Le diabète de type 1 se manifeste plus souvent chez les 
jeunes enfants où son apparition est plutôt rapide, mais peut également 
survenir chez l’adulte. La composante génétique joue un rôle majeur dans ce 
type de diabète. Par exemple, les variantes du gène HLA comptent pour 
environ 50 % des causes de prédisposition (13). Ce sont des polymorphismes 
qui affectent le complexe majeur d’histocompatibilité et qui entraînent donc 
des défauts dans le mécanisme auto-immun. Le diabète de type 1 peut 
également se développer suite à des infections virales (14,15).  
 
Le diabète de type 2 
Cette forme de diabète se caractérise par un défaut de sécrétion d’insuline par 
le pancréas ainsi que par une résistance des tissus périphériques à l’action de 
l’insuline. Anciennement connue pour affecter des individus âgés de 40 ans 
et plus, cette maladie touche malheureusement aujourd’hui les enfants de plus 
en plus jeunes (8). Ceci est dû à une augmentation du taux d’obésité chez les 
enfants, conséquence de l’abondance de nourriture et le manque d’activité 
physique. Le diabète de type 2 est une maladie multifactorielle. En plus de 
l’âge et du surpoids, les individus susceptibles de la développer ont souvent 
un historique familial de diabète, ont une pression artérielle et un taux de 
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cholestérol élevés et manifestent une intolérance au glucose ou une anomalie 
de la glycémie à jeun (Tableau 1) (10). Les femmes ayant développé un 
diabète gestationnel (voir section diabète gestationnel) au cours de leur 
grossesse ou qui ont donné naissance à des bébés de plus de 4 kg sont 
également à plus grand risque de développer le diabète de type 2 (16). 
 
i. Pathogenèse du diabète de type 2 : 
L’organisme contrôle l’homéostasie du glucose en maintenant sa 
concentration physiologique normale dans le sang (Tableau I). Ainsi, en 
réponse à une augmentation du glucose, la cellule bêta pancréatique assure 
une sécrétion adéquate d’insuline qui, suite à sa liaison à son récepteur à la 
surface des cellules des tissus périphériques, permet le transport du glucose et 
ainsi son utilisation. Lorsqu’il y a une diminution de l’action de l’insuline sur 
les tissus périphériques, on parle alors de résistance à l’insuline. À ce stade, 
la cellule bêta pancréatique compense pour ce défaut en augmentant entre 
autre sa production d’insuline afin de répondre adéquatement aux besoins de 
l’organisme (figure 1). Lorsque ce mécanisme de compensation ne suffit plus 
à normaliser le taux de glucose sanguin, il y a alors un déclin de la fonction 
bêta pancréatique et apparition du diabète de type 2 (17,18).  
 
Une première hypothèse suggère que la résistance des tissus périphériques à 
l’action de l’insuline précède l’apparition de l’hyperglycémie (19). Toutefois, 
il est aujourd’hui admis que chez les individus résistants à l’insuline, le 
diabète de type 2 ne se développe que lorsqu’en présence d’un défaut de la 
fonction bêta pancréatique (20-23). D’ailleurs, des études suggèrent qu’il y 
aurait détérioration de la fonction bêta pancréatique jusqu’à dix ans avant le 
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diagnostic du diabète de type 2 (24) au moment où la glycémie est encore 
normale (25). La détérioration de la fonction bêta pancréatique est aussi 
caractérisée par une perte de la masse bêta pancréatique résultant de 
l’apoptose des cellules (22,26). D’autre part, l’hyperglycémie elle-même, 
peut affecter la fonction bêta pancréatique ce qui engendre un cercle vicieux 
aggravant alors la progression de la maladie. 
 
Les mécanismes régulant la compensation des cellules bêta pancréatiques en 
réponse à une résistance à l’insuline impliquent principalement une 
augmentation de la sécrétion de l’insuline ainsi qu’une augmentation de la 
masse bêta pancréatique (27-29). Le glucose ainsi que l’hormone incrétine 
GLP-1 (de l’anglais pour glucagon-like peptide 1) jouent un rôle primordial 
dans cette régulation (27). Ce sont des stimuli majeurs impliqués à plusieurs 
niveaux dans ces mécanismes de compensation, allant de la régulation de la 
transcription du gène de l’insuline à sa synthèse et sécrétion. Ceci inclut la 
régulation de l’expression et de l’activité des facteurs de transcription, tel 
PDX-1 (de l’anglais pour pancreatic and duodenal homeobox 1) (30-32) ainsi 
que la régulation de la maturation post-traductionnelle de l’insuline (33). 
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Figure 1: Détérioration de la fonction bêta pancréatique. Chez un individu 
sain (courbe verte), la cellule bêta pancréatique répond à une diminution de la 
sensibilité à l’insuline en augmentant sa sécrétion (compensation). Ces 
personnes deviennent intolérantes au glucose lorsque la cellule bêta 
pancréatique ne répond plus adéquatement à la résistance à l’insuline (courbe 
grise). Le diabète de type 2 peut alors résulter de ce déclin (courbe rouge). 
Adaptée de (18). 
 
 
 
  
10 
 
ii. Étiologie du diabète de type 2 : 
Le diabète de type 2 est une maladie complexe et multifactorielle. Ainsi il est 
très difficile de déterminer la cause exacte de son apparition chez les 
individus. Chez plusieurs personnes, la composante génétique est très 
déterminante et suffisante alors que chez d’autres personnes, l’apparition et la 
progression de cette maladie dépendent des facteurs environnementaux.   
 
 Les facteurs génétiques 
Le risque de développement du diabète de type 2 est étroitement lié à 
l’hérédité. Un risque de 2 à 4 fois plus élevé est associé à une historique 
familiale de diabète de type 2 (34). 38 % des personnes ayant un parent atteint 
de diabète de type 2 développent la maladie à l’âge de 80 ans et 60 % des 
personnes dont les deux parents en sont atteints la développent à l’âge de 60 
ans (34,35). Quoique l’apparition de cette maladie peut être simplement le 
résultat de l’exposition des membres de la famille aux mêmes facteurs 
environnementaux tels l’alimentation, la sédentarité, etc., les études 
effectuées sur les jumeaux identiques ont permis de mettre en évidence 
l'importance de cette composante génétique (36). Par exemple, ces études ont 
montré qu’environ 90 % des jumeaux non atteints finissent par développer le 
diabète de type 2 lorsque l’autre jumeau l’est (37). D’autres études ont permis 
de mettre en évidence le rôle des gènes dans le développement du diabète de 
type 2. Par exemple, la variation de la prévalence de cette maladie entre les 
différents groupes ethniques est attribuée une prédisposition génétique plutôt 
qu’à des facteurs environnementaux (38).  
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Seuls quelques rares cas de diabète de type 2 sont associés à des mutations 
d’un seul gène. Autrement, le développement de cette maladie résulte de 
mutations de plusieurs gènes à la fois, dits de susceptibilité. Ces mutations, 
ou polymorphismes d’un nucléotide (SNP, de l’anglais pour single nucleotide 
polymorphism) ont un impact sur la fonction de la cellule bêta pancréatique, 
l’action de l’insuline ou sur le métabolisme énergétique en général (39). Un 
des premiers gènes de susceptibilité identifié est TCF7L2 (de l’anglais pour 
transcription factor7-like 2) (40). Il s’agit d’un facteur de transcription qui 
joue un rôle important dans la signalisation Wnt, régulant entre autres la 
différenciation et la prolifération cellulaire (41). Les mutations SNP du gène 
TCF7L2 sont associées à une augmentation des risque de développement du 
diabète de type 2 de 1,5 fois chez les personnes hétérozygotes et de 2,4 fois 
lorsque les mutations sont homozygotes (40). Ceci engendre entre autres un 
défaut dans le développement des îlots pancréatiques, la survie des cellules 
bêta et la sécrétion d’insuline (42,43). Les études de type GWAS (de l’anglais 
pour genome-wide association studies) ont permis d’identifier plusieurs 
autres gènes de susceptibilité tels PPAR(de l’anglais pour peroxysome 
proliferator-activated receptor gamma) (44), CAPN10 (pour calpain-10) (45) 
et HHEX (pour Hematopoietically-expressed homeobox) (46). Toutefois, les 
éléments prédicteurs les plus sûrs restent toujours l’historique familial, 
l’augmentation de l’indice de masse corporelle, de la pression artérielle, des 
niveaux sanguins de triglycérides, d’apolipoprotéine A1 et d’enzymes 
hépatiques (47).  
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 Les facteurs environnementaux 
Le développement du diabète de type 2 chez un individu génétiquement 
susceptible dépend tout de même de facteurs environnementaux tels l’âge, le 
sexe, l’alimentation et la cigarette. Il existe clairement une corrélation positive 
entre le diabète de type 2 et le manque d’exercice physique ainsi que l’obésité 
et l’alimentation riche en calories (48). Ces mauvaises habitudes de vies 
aggravent la résistance à l’insuline et entraîne le dysfonctionnement de la 
cellule bêta pancréatique. Le rôle des facteurs environnementaux dans le 
développement du diabète de type 2 a été mis en évidence grâce aux études 
effectuées chez les populations nomades, et chez qui la prévalence du diabète 
était connue pour être minime. C’est par exemple le cas de la population 
d’Indiens Pima chez qui l’exposition à un nouveau style de vie, moderne et 
urbain, entraîne une augmentation drastique du taux d’obésité et de diabète de 
type 2. Ces niveaux reviennent à la normale lorsque ces personnes retournent 
à leurs anciennes habitudes de vie (49). Des facteurs prénataux peuvent 
également influencer le développement du diabète de type 2. Par exemple, un 
retard dans le développement utérin, un faible ou un excès de poids à la 
naissance ainsi que la sous ou la suralimentation de la mère peuvent affecter 
l’expression des gènes du nouveau-né par modifications épigénétiques. Ce 
sont des altérations qui affectent l’expression des gènes sans impliquer un 
changement dans leur séquence ADN et qui conduisent à une défaillance dans 
l’homéostasie du glucose (50-52). 
 
Le diabète gestationnel 
Le diabète gestationnel se caractérise par une hyperglycémie diagnostiquée 
au cours d’une grossesse, mais qui habituellement disparaît suivant 
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l’accouchement. Cette forme de diabète touche de 3 à 20 % des grossesses, 
dépendamment des facteurs de risques auxquels la femme enceinte est 
exposée (53). Les femmes ayant été atteintes de diabète gestationnel ont un 
risque plus élevé de développer le diabète de type 2 dans les 5 à 10 années 
suivant l’accouchement (54,55). Le (s) nouveau-né(s) ont alors également un 
risque plus élevé de développer le diabète de type 2 dans leur vie en plus des 
risques de malformations congénitales et de mortalité périnatale (56-60). Les 
mécanismes responsables du développement de cette forme du diabète ne sont 
pas tout à fait clairs. Durant la grossesse, il est normal de développer de 
manière progressive une résistance à l’insuline. En effet, vers la fin du dernier 
trimestre, la sensibilité à l’insuline est réduite de moitié dû entre autres à 
l’augmentation de la masse adipeuse de la femme ainsi qu’aux hormones du 
placenta qui interfèrent avec l’action de l’insuline (61-63). Ainsi, l’addition 
des autres facteurs de risque énumérés précédemment peuvent entraîner le 
développement du diabète gestationnel. 
 
Les diabètes monogéniques 
Les diabètes monogéniques ou diabète MODY (de l'anglais pour maturity-
onset diabetes of the young) sont des formes très rares de diabète (environ 1 
à 2 % des cas de diabète). Elles sont plus fréquentes chez les enfants et les 
adolescents et résultent de mutations dominantes autosomiques qui affectent 
la fonction bêta pancréatique, plus particulièrement la production et la 
sécrétion d'insuline (64-66). Bien que certaines conditions affectant la 
sensibilité à l'insuline telle la grossesse peuvent aggraver l'hyperglycémie 
chez les patients qui en sont atteints, les diabètes de type MODY ne dépendent 
habituellement que de facteurs génétiques. Plusieurs de ces mutations 
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affectent des facteurs de transcription. C'est le cas du type MODY1 affectant 
le gène du facteur HNF4- (de l'anglais pour hepatocyte nuclear factor 4 
alpha) (67), MODY3 pour HNF1-(68), MODY4 pour PDX-1 (69) et 
MODY5 pour HNF1-(70). Le type MODY2 résulte d'une mutation dans le 
gène de l'enzyme glucokinase (71).  
 
Autres formes de diabète 
Il existe d’autres formes de diabète et qui sont des conséquences d’autres 
conditions médicales telles la fibrose kystique (72), la pancréatite chronique 
(73), le syndrome de Cushing (74) ainsi que le cancer du pancréas (75) qui 
affectent la production de l’insuline et par conséquent l’homéostasie du 
glucose. Dans le cas du diabète associé à des endocrinopathies, les hormones 
produites en quantité anormale interfèrent avec l’action de l’insuline. C’est 
par exemple le cas de l’hormone de croissance dans le cas de l’acromégalie 
(76).  
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Chapitre II  Le pancréas 
Structure et morphologie 
Le pancréas est une glande d’environ 15 cm de long, située derrière l’estomac, 
faisant partie du système digestif et ayant une fonction à la fois exocrine et 
endocrine. Cet organe est majoritairement composé de cellules exocrines, 
responsables de la production d’enzymes digestives envoyées vers le 
duodénum telles la trypsine, la chymotrypsine, l’amylase ainsi que les lipases. 
Environ 2 à 3 % des cellules qui composent le pancréas sont des cellules 
endocrines, présentes sous forme d’agrégats appelés îlots de Langerhans. Ces 
îlots sont richement vascularisés pour donner aux hormones sécrétées un 
accès rapide à la circulation. En effet, les îlots reçoivent à eux seuls, 10 à 15 
% de la circulation sanguine du pancréas. Les îlots sont également innervés 
par les systèmes sympathique et parasympathique ce qui permet de moduler 
la sécrétion de l’insuline et du glucagon (77,78).  
 
L’îlot de Langerhans 
Un pancréas d’un individu en santé contient en moyenne 1 million d’îlots 
richement vascularisés. Ces îlots sont constitués de plusieurs types de 
cellules : Les cellules bêta, alpha, delta, gamma (ou cellules PP) et epsilon 
(figure 2). Un îlot contient environ 2000 cellules. 
 
Les cellules bêta () constituent 60 à 80 % des cellules qui composent l’îlot 
de Langerhans et sont responsables de la production de l’hormone 
hypoglycémiante, l’insuline. Les cellules alpha () composent 15 à 20 % des 
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cellules de l’îlot de Langerhans et produisent le glucagon, l’hormone 
hyperglycémiante (79). Les cellules delta (), 3 à 10 % des cellules de l'îlot, 
produisent la somatostatine qui régule la fonction endocrine du pancréas en 
inhibant la sécrétion de l’insuline et du glucagon (80). Les cellules gamma () 
ou cellules PP comptent pour 3 à 5 % de l’îlot et sécrètent le polypeptide 
pancréatique qui stimule la satiété et réduit l’apport en nutriment (81). Enfin, 
moins de 1 % des cellules de l’îlot sont des cellules epsilon () qui produisent 
la ghréline. La ghréline stimule l’appétit et inhibe l’action de l’insuline (82).  
 
 
 
 
Figure 2: Anatomie du pancréas et îlot de Langerhans. Vue du pancréas 
et d’un segment du duodénum. Environ 2 à 3 % des cellules du pancréas sont 
des cellules endocrines composées entre autres de cellules bêta (, en vert), 
sécrétrices d’insuline, de cellules  alpha (, en bleu), sécrétant le glucagon, et 
de cellules delta (, en rose), sécrétant la somatostatine. À partir de (83). 
© Meriem Semache, 2013 
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L’insuline 
L’insuline est une hormone produite et sécrétée par les cellules bêta 
pancréatiques en réponse à une augmentation de la concentration de glucose 
dans le sang afin de la réduire à un niveau normal (Tableau I). Ainsi, elle 
stimule l’absorption du glucose par les tissus périphériques sensibles à 
l’insuline tels le muscle et le tissu adipeux. Bien qu’elle soit connue pour être 
exclusivement produite par le pancréas, de très faibles quantités ont toutefois 
été détectées dans le cerveau (84), le thymus (85), les glandes lacrymales (86) 
ainsi que les glandes salivaires (87). Cependant, le rôle de l’insuline exprimée 
dans ces tissus ainsi que sa régulation ne sont pas clairs. Elle pourrait dans 
certains cas jouer un rôle dans la signalisation hormonale essentielle au 
maintien de l’homéostasie énergétique (88,89). Elle pourrait également être 
impliquée dans la maturation du système immunitaire (90).  
 
Les mécanismes de synthèse de l’insuline par la cellule bêta pancréatique sont 
complexes et hautement régulés depuis la transcription du gène jusqu’à la 
sécrétion de la protéine (91). 
 
Structure du gène de l’insuline 
Chez l’humain, le gène de l’insuline est situé sur le chromosome 11p15.5 (92). 
Sa séquence contient 3 exons et deux introns. Chez l’humain ainsi que chez 
la plupart des espèces, le gène de l’insuline est présent sous une seule forme 
alors que chez le rat (93) et la souris (94,95), il existe sous deux formes non 
alléliques I et II, la première ne possédant qu’un seul intron. Les séquences 
régulatrices situées de 300 à 400 paires de bases en amont du site d’initiation 
de la transcription du gène de l’insuline sont hautement conservées et se lient 
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à des facteurs de transcriptions dont l’expression de certains est 
exclusivement bêta pancréatique ce qui confère au gène de l’insuline sa 
spécificité tissulaire. Parmi ces motifs de liaison, les plus déterminants pour 
la régulation de la transcription sont les séquences E, C1 et A, liées par les 
facteurs BETA2 (ou NeuroD1, de l'anglais pour Neurogenic differenciation 
1)/E47, MafA (de l'anglais pour mammalian homologue of avianMafA/L-Maf) 
et PDX-1, respectivement (figure 3). 
 
 
 
 
 
Figure 3: Régulation de la transcription du gène de l’insuline. La séquence 
du promoteur du gène de l’insuline s’étend sur environ 400 paires de bases en 
amont du site d’initiation de la transcription. Adaptée de (1). 
 
Boîtes E 
Deux séquences E, situées dans les régions entre -104 et -112 (E1) et entre -
233 et -241 (E2), sont présentes sur le promoteur du gène de l’insuline du rat 
(figure 3). Elles sont caractérisées par la séquence consensus CANNTG et 
sont des sites de liaison des protéines à domaine bHLH (de l'anglais pour basic 
helix-loop-helix) (96). La boîte E1 est celle la plus conservée entre les deux 
et elle est également retrouvée chez l’humain (97,98). Sa mutation entraîne 
© Meriem Semache, 2013 
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une diminution significative du niveau basal de transcription du gène de 
l’insuline (99) ainsi qu’une inhibition de sa réponse au glucose (100). 
 
Élément C1 
Situé entre -118 à -107, l’élément C1 se caractérise par la séquence consensus 
CAGG, sur laquelle se fixent les facteurs de transcription de type bZIP (de 
l'anglais pour basic leucine zipper) tel MafA. Chez l’humain, la mutation de 
la séquence C1 diminue drastiquement l’activité du promoteur du gène de 
l’insuline (99) et inhibe sa réponse au glucose (100). 
 
Boîtes A 
Le facteur de transcription PDX-1 a été identifié par EMSA (de l'anglais pour 
electrophoretic mobility shift assay) ou essai à retardement sur gel pour s’être 
lié à trois régions du promoteur du gène de l’insuline humain et qui sont 
situées aux positions -77 à -84, -210 à -217 et -313 à -320 (101). Initialement 
connues sous le nom de séquences CT puis en tant que boîtes A (102), ces 
séquences sont aujourd’hui au nombre de 5, A1 à A5 (figure 3). Elles 
contiennent toutes la séquence TAAT, spécifique à la liaison des facteurs de 
transcription à homéodomaine, excepté la boîte A2 qui, elle, est composée de 
la séquence GGAAAT (103). La boîte A3, comprenant la région -196 à -201, 
est une des séquences les plus déterminantes de l’activité du promoteur, car 
sa mutation entraîne l’effet le plus significatif sur la transcription du gène de 
l’insuline induite par PDX-1 (104-106). C’est également la séquence la plus 
conservée chez tous les mammifères, ce qui fait valoir son rôle dans la 
stimulation du gène de l’insuline par PDX-1 (107). 
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Transcription du gène de l’insuline 
La transcription du gène de l’insuline est sous le contrôle d’une multitude de 
signaux responsables d’une régulation positive ou négative, répondant et 
s’adaptant aux variations dans la disponibilité des nutriments. Ceci est 
principalement orchestré par les trois facteurs de transcription clés : PDX-1, 
MafA et BETA2/NeuroD1. 
 
PDX-1 
Étant donné l’intérêt de cette thèse pour le mode de régulation de PDX-1, ce 
dernier sera traité à part dans le prochain chapitre. 
 
BETA2/NeuroD1 
BETA2 ou NeuroD1 fait partie de la famille des facteurs de transcription à 
motif bHLH (de l'anglais pour basic helix-loop-helix). C’est une protéine de 
335 acides aminés qui doit former un hétérodimère avec la protéine E47 pour 
pouvoir se lier à la boîte E du promoteur de gène de l’insuline. Son effet est 
synergique avec celui de PDX-1 (108). Son activité est augmentée par sa 
liaison à l’histone acétylase p300 ou à la protéine CBP (de l'anglais pour 
CREB [cAMP-response-element-binding protein]-binding protein) (108) et 
réprimée lorsque lié à la protéine SHP (de l'anglais pour small heterodimer 
partner) (109). Le glucose stimule la translocation nucléaire ainsi que 
l’activité de NeuroD1 via sa phosphorylation par les protéines kinases 
ERK1/2 (de l'anglais pour extracellular-signal-regulated kinase 1 and 2) 
(110) et GSK3 (de l'anglais pour glycogen synthase kinase 3 beta) (111), son 
acétylation par p300 (112) ainsi que sa glycosylation par OGT (de l'anglais 
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pour O-linked Glc Nac transferase) (113). En plus de son expression dans la 
cellule bêta pancréatique, NeuroD1 est également détecté dans environ 2 % 
des cellules alpha (114) ainsi que dans les cellules neuronales (115). Des 
altérations dans la fonction du facteur de transcription NeuroD1 ont été 
associées à de nombreuses maladies telles l’ataxie, la surdité en plus du 
diabète de type 1 et 2 (116). 
 
MafA 
MafA (de l'anglais pour mammalian homologue of avianMafA/L-Maf) est un 
facteur de transcription appartenant à la famille Maf à motif en agrafes de 
leucine, bZIP (de l'anglais pour basic zipper leucine) nommé ainsi selon 
l’élément oncogène v-Maf, du rétrovirus aviaire oncogénique, AS42, isolé 
d’un fibrosarcome musculoaponeurotique chez la poule (117). Les protéines 
Maf sont divisées en deux catégories selon leur taille moléculaire : les petites 
(149 – 162 acides aminés), et les grandes (236 – 370 acides aminés). Ces 
dernières se distinguent par la présence d’un domaine de transactivation N-
terminal (118). MafA fait partie de la famille des grandes protéines Maf. En 
plus de son expression dans les cellules bêta, il est également exprimé dans 
les yeux où il joue un rôle important dans le développement de la rétine (119) 
ainsi que dans le thymus où il pourrait avoir un rôle dans le développement 
de l’immunité. Dans la cellule bêta pancréatique, MafA régule l’expression 
du gène de l’insuline ainsi que celle de plusieurs autres gènes dont GLUT2 et 
Nkx6.1 (120). Les souris déficientes en MafA sont viables, mais développent 
un diabète dû à une diminution significative de l’expression des gènes bêta 
pancréatiques dont l’insuline (121). L’expression de MafA est nucléaire. En 
réponse au glucose, MafA se lie à la boîte C1 sur le promoteur du gène de 
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l’insuline. Le potentiel d'activation ainsi que la stabilité protéique de MafA 
varie selon l'état de phosphorylation de un ou plusieurs résidus spécifiques. 
Par exemple, il a été démontré que la phosphorylation des résidus sérine 65, 
61, 49, 70 et thréonine 57 et 53, initiée par GSK3, entraîne l’induction de 
son activité de liaison au promoteur du gène de l’insuline (122). Par ailleurs, 
sa phosphorylation sur le résidu sérine 65 par GSK3 a également été 
rapportée pour entraîner l’ubiquitination et la dégradation de MafA (123).  
 
Synthèse et sécrétion de l’insuline 
La structure tridimensionnelle du monomère d’insuline a été découverte pour 
la première fois en 1926 par cristallographie aux rayons X (124), mais sa 
structure hexamèrique n’a été résolue que 40 ans plus tard (125,126).  
 
La cellule bêta pancréatique transcrit l’ARN messager de l’insuline en 
grandes quantités et de façon très rapide. Une stimulation de 1 heure au 
glucose suffit pour entraîner une augmentation de 10 à 20 fois les niveaux 
d’ARN messager de la forme précurseur de l’insuline, la préproinsuline 
(figure 4). Cette première forme de l’insuline contient un peptide signal N-
terminal, hydrophobe de 24 résidus. Ce peptide est caractéristique de presque 
toutes les protéines sécrétées et sert à les acheminer vers la machinerie 
sécrétoire (127-130). Le peptide signal est ensuite excisé et rapidement 
dégradé dans le réticulum endoplasmique pour générer la proinsuline. Cette 
dernière est formée de trois chaines : la chaine A, la chaine B et la chaine 
peptide C qui relie ces deux dernières. Enfin, le peptide C est à son tour clivé 
dans l’appareil de Golgi et stocké avec l’insuline ainsi formée suite à ce 
clivage dans les granules de sécrétion qui s’accumulent dans le cytoplasme. 
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L'insuline ainsi produite est une petite protéine de 6 kDa composée des deux 
chaines A et B, de 21 et 30 acides aminés, respectivement, reliées entre elles 
par trois ponts disulfures (figure 4). En réponse à une augmentation de la 
concentration de glucose, l’insuline est sécrétée par exocytose et envoyée vers 
la circulation sanguine.  
 
La cellule bêta pancréatique sécrète l’insuline principalement en réponse à 
une augmentation des quantités de glucose dans le sang. Toutefois, une 
augmentation des niveaux d’autres macronutriments, comme les acides 
aminés, stimule également la sécrétion de l’insuline (figure 5). Un modèle 
classique schématisant les étapes clé de régulation de la sécrétion de l’insuline 
par le glucose a été établi selon plusieurs études, maintes fois répétées et 
validées. Le glucose entre dans la cellule bêta pancréatique par transport 
passif via le récepteur GLUT2. Son métabolisme entraîneune augmentation 
du ratio ATP/ADP qui induit la fermeture des canaux potassiques sensibles à 
l’ATP présents sur la surface des cellules. Il y a alors dépolarisation de la 
membrane cellulaire et ouverture des canaux calciques voltage-dépendants, 
permettant l’entrée d’un flux de calcium extracellulaire. L’augmentation du 
calcium engendre alors l’exocytose de l’insuline vers la circulation sanguine. 
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Figure 4 : Biosynthèse de l’insuline. La préproinsuline est composée d'un 
peptide signal, N-terminal (PS) ainsi que de deux chaines A et B reliées entre 
elles par le peptide C. La proinsuline résulte du clivage du PS et la formation 
de ponts disulfures reliant les chaînes A et B.Une dernière modification post-
traductionelle consiste en le clivage du peptide C pour former l'insuline 
active. Adaptée de (131). 
© Meriem Semache, 2013 
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Figure 5 : Sécrétion de l’insuline. Le glucose entre dans la cellule bêta 
pancréatique via le récepteur GLUT2.Son métabolisme entraîne une 
augmentation du ratio ATP:ADP ce qui inactive les canaux potassiques 
dépendants de l'ATP (Canal KATP). Il y a alors dépolarisation de la membrane 
(Ψ pm) et ouverture des canaux calciques voltage-dépendants. L'entrée du 
calcium (Ca2+) permet ensuite l'activation de l'exocytose des granules de 
sécrétion contenant l'insuline. Adaptée de (83,131). 
 
© Meriem Semache, 2013 
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Régulation de l’expression, de la synthèse et de la sécrétion de 
l’insuline 
Régulation épigénétique 
Les modifications épigénétiques modulent la structure de la chromatine. Dans 
la cellule bêta pancréatique, ce mode de régulation permet son ouverture sous 
forme euchromatine, pour stimuler la transcription du gène de l’insuline. Les 
modifications épigénétiques ont lieu selon deux principaux mécanismes: la 
modification des histones, et la méthylation de l'ADN. Les résidus cytosine 
contenus dans la séquence dinucléotide CG sont cibles de méthylation. Ces 
résidus deviennent alors sites de liaison de facteurs de transcription 
répresseurs, ce qui permet le recrutement d'histones désacétylases et 
l'inhibition de l'expression du gène d'intérêt (132). Dans la cellule bêta 
pancréatique, les histones désacétylases HDAC-1 et HDAC-2 se lient à PDX-
1 et inhibent la transcription du gène de l'insuline (133). 
La modification des histones peut avoir lieu par phosphorylation, 
glycosylation, sumoylation, méthylation, acétylation et ribosylation (134). 
L'acétylation et la méthylation des résidus lysine des histones H3 et H4 sont 
les modifications épigénétiques les plus fréquentes. L'acétylation des histones 
est associée à une augmentation de la transcription des gènes, tandis que leur 
méthylation peut être impliquée tant dans l'activation que dans la répression 
des gènes (134). Chakrabarti et al. ont montré que le promoteur du gène de 
l'insuline est hautement acétylé uniquement dans la cellule bêta pancréatique 
ce qui est consistant avec la spécificité tissulaire de l’insuline (135). Cette 
acétylation est associée à la liaison de l'histone acétyltransférase p300 (135). 
Les histones H3K4 du promoteur du gène de l’insuline sont également 
hyperméthylés, ce qui est associé à une augmentation de la liaison de la 
  
27 
 
méthyltransférase Set7/9. PDX-1 interagit avec la Set7/9 sur le promoteur du 
gène de l'insuline. Ceci qui entraîne une augmentation de la liaison de la 
Polymérase II au promoteur et l'induction de son activité (136,137). Set7/9 est 
indispensable pour le maintien de la structure euchromatine du gène de 
l’insuline ainsi que celle d’autres gènes clés impliqués dans la transcription 
ainsi que la sécrétion de l’insuline (137). 
 
Figure 6: Les niveaux de régulation de l’insuline par le glucose. Le 
glucose régule la transcription du gène de l’insuline via la régulation de la 
translocation (1), la phosphorylation (2) et la liaison de facteurs de 
transcriptions au promoteur du gène de l’insuline (3). Le glucose régule 
également la stabilité et l’épissage de l’ARNm de la préproinsuline (4) ainsi 
que sa traduction (5), sa maturation (6) jusqu’à sa sécrétion (7). À partir de 
(83, 139-144). 
© Meriem Semache, 2013 
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Régulation positive 
Régulation par le glucose 
Le glucose est le principal régulateur de la fonction bêta pancréatique et de ce 
fait, régule la production de l'insuline depuis la transcription du gène jusqu’à 
la sécrétion de l’hormone (figure 6). Ainsi, en plus de stimuler la liaison et 
l’activité des facteurs de transcription (27,138), le glucose régule également 
l'épissage (139) et la stabilité de son ARNm (140). En effet, le glucose 
augmente la demie vie de l’ARN messager (ARNm) de la préproinsuline de 
29 à 77 heures (140) et ceci est médié par la séquence UUGAA ainsi que la 
séquence riche en pyrimidine, toutes deux situées dans la région 3'-URT de 
l'ARNm (141,142). Le glucose régule également la traduction et la maturation 
post-traductionnelle (143) de l'insuline jusqu’à sa sécrétion (144).  
 
Régulation hormonale 
L'insuline pourrait activer la transcription de son propre gène par régulation 
autocrine en se liant à son récepteur et en activant la voie PI3K ainsi que la 
voie CaM kinase (de l'anglais pour Ca2+/calmodulin-dependent protein 
kinase) (145) ou en stimulant la liaison de PDX-1 sur le promoteur de son 
gène (146,147). L'hormone incrétine, GLP-1, stimule l'expression du gène de 
l'insuline en augmentant l'expression du facteur de transcription PDX-1 ainsi 
que son activité de liaison sur le promoteur du gène de l'insuline (30,32). 
Enfin, l'hormone de croissance ainsi que la prolactine stimulent également la 
transcription du gène de l'insuline en plus de leur rôle dans la régulation de la 
prolifération des cellules bêta pancréatiques (148).  
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Régulation négative 
Inhibition de la transcription du gène de l'insuline 
Le facteur de transcription C/EBP (de l'anglais pour CCAAT-enhancer-
binding protein beta) est un répresseur de la transcription du gène de 
l'insuline. Son expression est augmentée dans des conditions 
supraphysiologiques de glucose ainsi qu’en réponse à une exposition 
prolongée dans des conditions de lipotoxicité induisant la mort cellulaire 
(149). C/EBPagit via son hétérodimérisation avec la protéine E47 et 
empêche donc sa liaison avec BETA2 (150). 
 
Toxicité par le glucose 
Selon l'hypothèse de glucotoxicité, l'exposition chronique des cellules bêta 
pancréatiques à de hautes concentrations de glucose entraîne un défaut dans 
la fonction bêta pancréatique. Notamment, un défaut dans l'expression du 
gène de l'insuline (151-153) ainsi qu'une diminution significative de la 
réponse maximale de sécrétion d'insuline (152) ont été observés chez les 
personnes atteintes de diabète de type 2. Plusieurs études ont reproduit ces 
effets délétères du glucose dans différents modèles animaux (154-157). Les 
mécanismes à la base de cette glucotoxicité proposés incluent le stress 
oxydatif (158), l'inflammation (159), le stress du réticulum endoplasmique 
(160) ainsi que l'accumulation de l'IAPP (de l’anglais pour islet amyloid 
polypeptide) (161). L’IAPP est produite par les cellules bêta pancréatiques où 
elleinhibe la sécrétion de l’insuline et du glucagon. Dans des conditions 
toxiques, l’IAPP induit l’apoptose des cellules bêta pancréatiques via le stress 
du réticulum (162). Toutefois, les mécanismes les plus dominants seraient une 
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augmentation des molécules réactives de l'oxygène (ROS, de l'anglais pour 
reactive oxygen species) ainsi qu'une augmentation des produits terminaux de 
glycation (AGEs de l'anglais pour advanced glycation end-products) (158) 
qui conduisent à une diminution de la transcription du gène de l'insuline. 
 
Toxicité par les acides gras 
À court terme, les acides gras sont une importante source d'énergie pour la 
cellule bêta pancréatique, mais comme dans le cas du glucose, une 
hyperlipidémie chronique entraîne un défaut dans la fonction bêta 
pancréatique (163,164). Il a été montré que les acides gras, notamment le 
palmitate, inhibent l'expression du facteur de transcription PDX-1 à des 
concentrations intermédiaires de glucose (5.6 mM) (165). Toutefois, 
l'hypothèse prévalente est que leurs effets délétères n'ont lieu qu'en présence 
de concentrations élevées de glucose.  
 
La glucolipotoxicité 
De façon aigue, les acides gras potentialisent la stimulation de la sécrétion de 
l'insuline par le glucose. Toutefois, dans un contexte de glucolipotoxicité, les 
cellules bêta pancréatiques sont exposées de manière chronique aux acides 
gras simultanément à de hautes concentrations de glucose. Ces conditions 
entraînent un défaut de la fonction bêta pancréatique allant de l'inhibition de 
la transcription du gène de l'insuline jusqu'au défaut de sécrétion de l'insuline, 
voire l'apoptose des cellules (Annexe I: Glucolipotoxicity of the pancreatic 
beta cell). Il est bien admis que les acides gras exercent leur effet délétère sur 
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ces mécanismes en présence de hautes concentrations de glucose (166-170) 
et plusieurs études ont rapporté ces observations (171-179). 
 
L’exposition prolongée des cellules bêta pancréatiques aux acides gras en 
présence de hautes concentrations de glucose entraîne un défaut dans 
l’expression du gène de l’insuline via des mécanismes distincts de ceux 
affectant la sécrétion (165-167,175,179-181). Contrairement au palmitate qui 
inhibe à la fois l’expression et la sécrétion de l’insuline, l’oléate inhibe 
seulement la sécrétion de l’insuline. Nous avons en effet montré que la 
transcription du gène de l’insuline est médiée par la synthèse de novo des 
céramides, pour laquelle le palmitate est le seul substrat (175). Le palmitate 
n’affecte pas la stabilité de l’ARNm de l’insuline, mais diminue l’activité de 
liaison des facteurs de transcription PDX-1 et MafA à leur séquence 
respectives sur le promoteur du gène de l’insuline (179). Le palmitate entraîne 
également l’exclusion nucléaire de PDX-1 (179,180,182) et une diminution 
de son expression (183). Les niveaux d’ARNm de MafA sont également 
diminués (179). L’expression du facteur de transcription C/EBP semble au 
contraire être induite dans ces conditions. Plusieurs des voies de signalisation 
impliquées dans ces mécanismes ont été identifiées. C’est par exemple, le cas 
des protéines kinases ERK1/2 et PASK, dont fait l’objet cette thèse. 
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Chapitre III  PDX-1 
 
Le facteur de transcription PDX-1 (de l’anglais pour pancreatic and duodenal 
homeobox 1) également connu sous les noms IUF-1 (insulin upstream factor 
1), GSF (glucose sensitive factor), IPF-1 (insulin promoter factor 1), IDX-1 
(islet duodenum homeobox 1) et STF-1 (somatostatin transcription factor 1) 
(92,138,184,185) est un facteur de transcription à homéodomaine qui joue un 
rôle central dans le développement du pancréas et dans la régulation de la 
fonction bêta pancréatique.  
 
PDX-1 dans le développement et le maintien de la fonction du 
pancréas 
Le rôle de PDX-1 dans le développement du pancréas est central. Chez 
l’embryon, PDX-1 est exprimé dès 8.5 jours dans l’endoderme dorsal et 
ventral qui donne naissance, entre autres, aux bourgeons pancréatiques 
(186,187). PDX-1 est ensuite exprimé dans toutes les cellules pancréatiques 
précurseurs qui donnent lieu aux tissus endocrines, exocrines ainsi qu'au canal 
pancréatique (188-190). Chez l’adulte, son expression devient restreinte aux 
cellules bêta pancréatiques ainsi qu’à une petite population de cellules delta. 
PDX-1 est également détecté dans les cellules acinaires ainsi que dans l’antre 
gastrique et le duodénum (191,192). 
 
Les souris déficientes en pdx-1 n’ont pas de pancréas et meurent suivant la 
naissance étant donné la déficience en insuline qui en résulte (193,194). Les 
souris hétérozygotes développent, quant à elles, un pancréas normal, mais 
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deviennent hyperglycémiques dû à une diminution significative de la 
production d’insuline. Il y a également une augmentation de l'apoptose des 
cellules bêta de ces souris ainsi qu'une diminution de la masse bêta 
pancréatique avec l'âge (195-197). Enfin, les souris dont le gène de PDX-1 a 
été invalidé spécifiquement dans la cellule bêta pancréatique développent 
également un diabète ce qui démontre le rôle de PDX-1 dans le maintien de 
l’identité des cellules bêta pancréatiques (198).Un phénotype similaire est 
observé chez l’humain. Plusieurs mutations du gène IPF-1 sont associées au 
diabète (199-204). Certaines mutations hétérozygotes du gène PDX-1 sont 
responsables de l’apparition de la forme monogénique du diabète, MODY4 
(69,203,204). Elles incluent des mutations faux-sens, des insertions ainsi que 
des mutations causant un changement du cadre de lecture et sont responsables 
d’environ 1 % des diabètes monogéniques (69). Les individus porteurs d’une 
délétion homozygote SNP dans le gène de PDX-1 ont également une agénésie 
du pancréas (200). Ceci a été mis en évidence pour la première fois par une 
étude ayant rapporté la naissance d’un enfant dont le pancréas ne s’était pas 
développé. Un traitement avec de l’insuline ainsi que des enzymes hépatiques 
ont nettement amélioré l’état de santé de l’enfant qui s’est avéré porteur d’une 
mutation homozygote, une délétion d’une cytosine dans la séquence codante 
du gène Ipf-1 (équivalent de pdx-1 chez l'humain). La protéine PDX-1 ainsi 
synthétisée était tronquée et donc inactive. Elle était dépourvue du domaine 
de liaison à l’ADN ainsi que du signal de localisation nucléaire. Les parents, 
porteurs de la mutation hétérozygote, avaient développé la forme 
monogénique du diabète, MODY (69,200,205). 
 
PDX-1 maintient l’identité et la fonction du pancréas. En plus de l'insuline, il 
régule l’expression du gène de l’amyline (ou IAPP, de l'anglais pour islet 
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amyloid polypeptide) (206), du transporteur du glucose GLUT2 (de l'anglais 
pour glucose transporter 2) (207) ainsi que de la glucokinase (208). PDX-1 
régule également l’expression du facteur de transcription MafA (209) ainsi 
que sa propre expression (186,210). Dans les cellules delta, PDX-1 est 
essentiel à la régulation de l’expression de la somatostatine (211). PDX-1 agit 
également en tant que répresseur d'autres gènes afin de maintenir l’intégrité 
de la cellule bêta pancréatique. C’est le cas du gène du glucagon (198,212), 
spécifique aux cellules alpha ainsi que de la cytokeratine K19, spécifique aux 
cellules du canal pancréatique (212). PDX-1 régule la transcription des gènes 
de manière tissu spécifique grâce à son interaction avec d’autres facteurs de 
transcription. Par exemple, dans les cellules acinaires, PDX-1 se lie avec les 
protéines PBX1(de l'anglais pour pre-B-cell leukemia homeobox 1) et 
MRG1 (de l'anglais pour melanocyte-specific gene), des protéines de la classe 
TALE à homéodomaine et qui ne sont pas exprimées dans la cellule bêta,pour 
activer le promoteur de l’élastase (213). 
 
PDX-1 dans la régulation du gène de l’insuline 
PDX-1 se lie à d'autres facteurs de transcription et cofacteurs pour activer le 
promoteur du gène de l’insuline de manière synergique (99,110,214-217). 
C'est par exemple le cas lors de sa liaison avec l'hétérodimère NeuroD1/E47 
(216). 
 
Un des mécanismes moléculaires par lesquels PDX-1 active la transcription 
du gène de l’insuline en réponse au glucose est la modification d’histones qui 
engendre un changement dans la structure de la chromatine en la rendant 
transcriptionellement active. PDX-1 se lie à l’histone acétylase p300 qui 
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augmente l’acétylation des histones (108,218,219), ainsi qu'à l’histone 
méthyltransférase Set9 qui entraîne la diméthylation de l’histone H3K4 (220). 
Ces changements de chromatine permettent alors à la polymérase II d’adopter 
sa forme d’élongation, pSer2 (résidu sérine 2 phosphorylé). En absence de 
PDX-1, la polymérase II reste sous sa forme d’initiation, pSer5 et ne peut donc 
pas transcrire le gène de l’insuline (220,221). L’activation de la transcription 
du gène de l’insuline par PDX-1 et p300 implique également la liaison du 
facteur de transcription avec la protéine co-activatrice Bridge-1 (222,223). 
 
PDX-1 dans la régulation de la sécrétion de l’insuline 
L’hormone gastrointestinale GLP-1 (de l’anglais pour glucagon-like peptide 
1) est un stimulateur puissant de la sécrétion d’insuline induite par le glucose 
qui agit via l’augmentation de l’AMPc (224). GLP-1 est produit par les 
cellules intestinales. Il a été montré que le GLP-1 ainsi que l’agoniste de son 
récepteur, l’Exendine 4, stimulent, entre autres, l’expression du facteur de 
transcription PDX-1 (225). De plus, la suppression de l’expression de PDX-1 
dans la lignée cellulaire bêta pancréatique de rats, INS-1, entraîne une 
diminution significative de l’expression du récepteur de cette incrétine, le 
GLP-1R (de l’anglais pour GLP-1 receptor). Par conséquent, la stimulation 
de l’AMPc induite par GLP-1 ainsi que celle induite par l’Exendine4, sont 
également diminuées (33). La suppression de PDX-1 dans ces cellules 
entraîne également une diminution de l’expression des prohormones 
convertases, PC1/3 et PC2, responsables de la maturation de la proinsuline en 
insuline (33). Ainsi, ces observations mettent en évidence le rôle potentiel de 
PDX-1 dans la stimulation de la biosynthèse et la sécrétion de l’insuline. 
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Structure et régulation du gène de PDX-1 
Ipf-1, le gène humain du facteur de transcription PDX-1 est situé sur le 
chromosome 13q12.1 (92,226). Ceux de la souris et du rat sont sur le 
chromosome 5 (227) et 12 (228), respectivement. Le gène contient deux 
exons. Le premier code pour un domaine N-terminal contenant une séquence 
de transactivation et inclut une partie du motif homéodomaine. Le second 
exon code pour la seconde partie du motif homéodomaine, du côté C-terminal 
de la protéine (186,192). 
 
La spécificité tissulaire de l’expression de PDX-1 est conférée par la séquence 
CACGTG (boîte E) à la position -104 du promoteur du gène Ipf-1. La liaison 
du facteur de transcription USF-1 (de l’anglais pour upstream stimulating 
factor 1) à cette séquence stimule l’activité du gène de PDX-1, tandis que la 
liaison du dominant négatif USF-2 à cette même séquence la réprime (229). 
USF-2 est également exprimé par la cellule bêta pancréatique, ce qui 
démontre l’implication d’une étroite et complexe régulation de l’expression 
de PDX-1 dans la cellule bêta pancréatique. 
 
D’autres séquences sur le promoteur du gène de PDX-1 sont liées par les 
facteurs de transcription HNF-3 (de l’anglais pour hepatocyte nuclear factor 
3 beta) qui sont responsables de l’ouverture de la chromatine, permettant ainsi 
le recrutement d’autres facteurs également (210,230-232). PDX-1 régule sa 
propre expression en se fixant au motif TAAT de la séquence de liaison du 
facteur HNF3(210). Les facteurs de transcription HNF-1, SP1/3 (de 
l’anglais pour specificity protein 1)  et NeuroD1/E47 se lient également au 
promoteur du gène de PDX-1 et régulent son expression (192). Enfin, les 
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glucocorticoïdes empêchent la liaison du facteur HNF3 et inhibent donc la 
transcription du gène de PDX-1. 
 
En plus de sa régulation par le glucose, l'expression et l'activité de PDX-1 sont 
également modulées par de nombreux autres nutriments, facteurs de 
croissance et hormones (31,32,225,233,234). Par exemple, le facteur TGF 
(de l’anglais pour transforming growth factor beta) stimule la sécrétion de 
l’insuline via l’augmentation de l’expression nucléaire de PDX-1 et son effet 
est augmenté par le glucose (234). Le GLP-1 potentialise l’induction de la 
transcription du gène de l’insuline par le glucose. Il augmente l’expression et 
la translocation nucléaire de PDX-1, son activité de liaison au promoteur du 
gène de l’insuline ainsi que son potentiel de transactivation (30-32). Au 
contraire, les glucocorticoïdes régulent négativement l’expression du gène de 
l’insuline ainsi que l’expression de PDX-1 (235,236). 
 
Structure et régulation de la protéine PDX-1 
La forme humaine de la protéine PDX-1 est composée de 283 acides aminés, 
ce qui équivaut à un poids moléculaire de 31 kDa. Cependant, dû aux 
nombreuses modifications post-traductionnelles, PDX-1 peut être détecté à 
des tailles allant jusqu’à 46 kDa (133,237-239). Le domaine N-terminal de 
PDX-1 est un domaine de transactivation qui permet son interaction avec 
d’autres facteurs de transcription tel NeuroD1 ainsi qu’avec des co-activateurs 
telle l’histone désacétylase p300. Le domaine central de PDX-1 contient un 
motif de type homéodomaine délimité de chaque côté par une région riche en 
proline, qui permet sa liaison à l’ADN (191). Il contient également un signal 
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de localisation nucléaire, RRMKWKK, nécessaire à la translocation nucléaire 
de PDX-1 (figure 7) (240,241).  
 
 
 
 
Figure 7: Représentation schématique de la structure du facteur de 
transcription PDX-1. PDX-1 est une protéine de 283 acides aminés. Les 
résidus indiqués sont cibles de phosphorylation par différentes kinases. Thr: 
thréonine, Ser: sérine, SLN: signal de localisation nucléaire. Les positions 
indiquées des résidus correspondent à celles retrouvées chez l’humain. Elles 
sont équivalentes à celles retrouvées chez le rat et la souris sauf exception: 
*Thr151, Ser230, Ser268 et Ser272 correspondent à Thr152 et Ser231, Ser269 et 
Ser273, respectivement chez la souris (110,146,218,237,242-252). 
 
Régulation par le glucose 
Le glucose régule de nombreuses modifications post-traductionnelles de 
PDX-1. Ceci inclut la phosphorylation (110,133,146,237,242-246,248,251-253), 
la SUMOylation (238) et la glycosylation (254,255). Ces modifications affectent 
© Meriem Semache, 2013 
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son activité de liaison au promoteur du gène de l’insuline (254-256) et son 
potentiel d’activation (257), sa translocation nucléaire (238), son expression 
ainsi que sa stabilité (245,258,259). 
 
Phosphorylation de PDX-1 
PDX-1 contient le long de sa séquence plusieurs résidus pouvant être 
phosphorylés (110,146,218,237,242-252). Ces résidus sont généralement 
situés dans son domaine de transactivation ainsi que dans son homéodomaine 
(figure 7). PDX-1 peut être phosphorylé par plusieurs protéines kinases 
incluant p38/SAPK (de l’anglais pour stress-activated protein kinase) 
(243,260), PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) (146), MAPK (mitogen-
activated protein kinase) (110,261), HIPK-2 (homeodomain-interacting 
protein kinase 2) (253) et GSK3(245,246). La phosphorylation de PDX-1 
est une modification post-traductionnelle majeureet complexe, car elle permet 
de moduler la fonction de PDX-1 à plusieurs niveaux. Elle permet entre autres 
de réguler sa translocation nucléaire (243,262), son activité de liaison au 
promoteur du gène de l’insuline (146,244,263), sa liaison à des co-facteurs 
(133,264), son potentiel de transactivation (257) et sa stabilité protéique 
(246,249). 
 
Une stimulation par leglucose entraîne une diminution de la phosphorylation 
globale de PDX-1 sur résidus sérine (246,249). Cependant, les conséquences 
de ce mode de régulation sur PDX-1 diffèrent dépendamment des résidus ainsi 
ciblés. Par exemple, la phosphorylation des résidus Ser62 et Ser66 par ERK1/2, 
situés du côté N-terminal de la protéine, augmente le potentiel d’activation de 
PDX-1 (110), tandis que la phosphorylation des résidus Ser268 et Ser272du côté 
  
40 
 
C-terminal par GSK3entraîne la dégradation de PDX-1 (246). Le rôle des 
résidus ainsi phosphorylés diffère également selon la voie de signalisation 
activée. Par exemple, la phosphorylation de résidu Ser269 (correspondant à 
Ser268 chez l’humain comme dans le cas de (246)) par HIPK-2 entraîne 
l’exclusion de PDX-1 du noyau (253). De même, bien que la phosphorylation 
des résidus Ser62 et Ser66 par ERK1/2 induise une augmentation du potentiel 
d’activation de PDX-1 (110), la phosphorylation de ces mêmes résidus par 
GSK3 en réponse au stress oxydatif entraîne la dégradation de PDX-1 
(245,265). Enfin, la phosphorylation de PDX-1 par SAPK et PI3K induit la 
translocation nucléaire de PDX-1 (242,243). 
 
La phosphorylation joue un rôle important dans la régulation de la stabilité de 
PDX-1 (245,246,249). La protéine kinase GSK3joue un rôle majeur dans la 
dégradation de PDX-1 (245,246,249) et agit via la phosphorylation du résidu 
Ser268 sur la partie C-terminal de PDX-1 (246). Le glucose inactive GSK3 et 
prévient donc cette phosphorylation et par conséquent la dégradation du 
facteur de transcription (246,249). Le glucose agit sur GSK3via l’activation 
de la protéine Akt/PKB (de l’anglais pour protein kinase B) (246) ou de PASK 
(de l’anglais pour per-arnt-sim kinase) (249). D’ailleurs, l’expression de 
PDX-1 est augmentée chez les souris déficientes en GSK3(266) et diminuée 
lorsque cette dernière est surexprimée (246,265). De même, l’expression de 
PDX-1 est diminuée chez les souris déficientes en PASK (249) et augmentée 
lorsque Akt est surexprimée (246). Il est important de noter que la 
phosphorylation de PDX-1 sur le résidu Ser269 par l’enzyme HIPK-2 (de 
l'anglais pour homeodomain interacting protein kinase 2) n’affecte pas sa 
stabilité (247), ce qui suggère que l’une et/ou l’autre de ces deux enzymes 
phosphorylent également d’autres sites. 
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Enfin, la phosphorylation de PDX-1 par la protéine kinase CK2 (de l’anglais 
pour casein kinase II) sur le résidu Ser232 est également impliquée dans la 
régulation du potentiel de transactivation du facteur de transcription (252). 
 
Peu de données ont été rapportées quant à la phosphorylation de PDX-1 sur 
résidus thréonine. Le résidu Thr11 a été identifié comme cible de 
phosphorylation par la protéine kinase dépendante de l’ADN, DNA-PK (de 
l’anglais pour DNA-dependent protein kinase). Bien qu’il soit situé dans le 
domaine de transactivation, il ne semble pas être impliqué dans l’activité de 
liaison de PDX-1 au promoteur du gène de l’insuline ni dans son potentiel de 
transactivation. Il affecterait plutôt sa stabilité protéique en réponse au stress 
induit par des radiations UV (248). Le résidu Thr152serait également 
phosphorylable par PASK (251), mais son rôle potentiel in vivon’a toutefois 
pas encore été démontré (251).  
 
PDX-1 est phosphorylé in vitro par PKC (de l’anglais pour protein kinase C) 
sur résidus Thr231 et Ser232 ce qui pourrait réguler son activité de liaison au 
promoteur du gène de l’insuline (267). L’implication de la protéine kinase 
JNK (de l’anglais pour c-Jun NH2-terminal kinase) dans la régulation de la 
translocation nucléaire de PDX-1 par phosphorylation et changement de 
conformation a également été proposé dans un contexte de stress oxydatif 
(268), mais cette hypothèse reste à valider. 
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SUMOylation de PDX-1 
La SUMOylation est une modification post-traductionnelle qui consiste en 
l’addition d’un motif SUMO (de l’anglais pour small ubiquitin-like modifier) 
aux protéines pour réguler leur fonction (269). Elle cible entre autres les 
molécules impliquées dans la réparation de l’ADN, l’organisation de la 
chromatine, la transcription ainsi que la translocation sub-cellulaire et elle est 
réversible. Ainsi, il a été montré que la SUMOylation de PDX-1 se fait par 
l’ajout de SUMO-1, une protéine d’environ 12 kDa (238), ce qui expliquerait 
la modification importante du poids moléculaire de PDX-1 qui varie de 31 à 
46 kDa en réponse à une stimulation au glucose (238,243). Ceci permettrait 
la translocation nucléaire de PDX-1 ainsi que l’activation de la transcription 
du gène de l’insuline (238). Il est à noter cependant qu’il s’agit là de la seule 
étude ayant rapporté ce mode de régulation et que ses conclusions ont été 
réfutées par d’autres groupes (237,239). Le rôle potentiel de la SUMOylation 
dans la régulation de PDX-1 in vivo reste alors à confirmer. 
 
Glycosylation de PDX-1 
Une petite partie (2 à 3 %) du glucose métabolisé à l’intérieur de la cellule 
bêta pancréatique est redirigée vers la voie des héxosamines (270). L’UDP-
GlcNAc (de l’anglais pour uridine diphosphate N-acetylglucosamine) est un 
produit dérivé de ce mécanisme et sert de substrat pour l’enzyme OGT qui le 
lie à un résidu sérine ou thréonine de protéines ayant des propriétés de 
translocation nucléocytoplasmique (254,255). Ainsi, il y a une compétition 
entre la glycosylation et la phosphorylation pour les mêmes résidus (271). 
Dans la cellule bêta pancréatique, le glucose augmente la glycosylation des 
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protéines (272,273). En réponse au glucose, PDX-1 est O-glycosylé (254,273) 
ce qui corrèle avec son activité de liaison à l’ADN (254,273). 
 
Ubiquitination et stabilité protéique 
Le niveau d’expression de PDX-1 dans la cellule bêta pancréatique est 
critique et sous haute régulation. En effet, de petits changements dans la 
quantité de ce facteur de transcription peuvent avoir des conséquences 
majeures sur la fonction endocrine du pancréas comme en témoignent les 
diverses études ayant rapporté des mutations hétérozygotes de PDX-1 (199-
202). Ainsi, le glucose augmente l’expression de PDX-1 
(176,245,246,249,274) et maintient sa stabilité protéique tandis que l’acide 
gras palmitate inhibe les effets du glucose sur son expression (176,274). En 
absence de stimulation au glucose, la protéine Pcif1 (de l’anglais pour PDX-
1 C-terminal interacting factor 1) se lie au domaine C-terminal de PDX-1 
(275,276). Pcif1, également connu sous l’acronyme SPOP (de l’anglais pour 
speckle-type POZ protein), appartient à la famille des protéines à domaine 
BTB (pour tramtrack, bric-à-brac). Ce sont des adaptateurs spécifiques aux 
complexes d’ubiquitine ligase contenant la protéine d’échafaudage Cul3 
(277,278). Le complexe Pcif-1/Cul3 se lie à PDX-1 et entraîne donc sa 
dégradation par le complexe du protéasome (279). Les mécanismes de 
régulation de l’interaction de Pcif1 avec PDX-1 ne sont toutefois pas connus. 
Néanmoins, le niveau d’expression de Pcif-1 est inversement proportionnel à 
celui de PDX-1 (279). En effet, la baisse de l’expression de Pcif-1 chez les 
souris Pdx1+/- normalise le niveau d’expression de PDX-1 en plus de 
restaurer la fonction bêta pancréatique (279).  
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Translocation sub-cellulaire de PDX-1 
Appartenant à la famille des protéines à homéodomaine, capables de lier 
l’ADN, et ayant une séquence de localisation nucléaire RRMKWKK, PDX-1 
peut être vu comme étant une protéine exclusivement nucléaire. C’est 
d’ailleurs ce qui a été montré par quelques études où la localisation sub-
cellulaire de PDX-1 était restée nucléaire malgré les variations dans la 
concentration du glucose (241,258,280). Ceci est concordant avec son activité 
de liaison aux protéines nucléaires HDAC-1 et HDAC-1 lorsque la 
transcription du gène de l’insuline est inhibée (133). D’ailleurs, le traitement 
à l’inhibiteur des phosphatases PP1, PP2A et PP2B, l’acide okadaïque, à bas 
glucose, empêche l’interaction de PDX-1 avec HDAC-1 et HDAC-2 et 
favorise son interaction avec l’histone acétylase p300 (133,218). D’autres 
études ont pourtant rapporté son expression cytoplasmique dans des 
conditions de faible concentration de glucose (242,243,281). PDX-1 serait 
alorstransportédans le noyau en réponse à une stimulation au glucose. Ceci 
peut être expliqué par l’existence de deux isoformes de PDX-1, comme 
démontré par Macfarlane et al. (243). À basses concentrations de glucose (3 
mM) PDX-1 serait sous forme inactive d’un poids moléculaire de 31 kDa et 
exprimé dans le cytoplasme, alors qu’à des concentrations stimulantes (16 
mM), PDX-1 se trouverait dans le noyau sous sa forme active, de 46 kDa. 
 
Enfin, un troisième groupe d’observations indique plutôt une translocation 
intranucléaire, entre la périphérie et le nucléosome (218,247,251,262). Il a été 
par exemple montré que l’expression de PDX-1 colocalise avec l’expression 
des protéines des pores nucléaires à basses concentrations de glucose (262).  
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L’expression de PDX-1 est majoritairement nucléaire dans les cellules bêta 
pancréatiques exposéesex vivo à des concentrations stimulantes de glucose, 
(179,180). En revanche, des concentrations supra physiologiques de glucose 
(33.3 mM) peuvent entraîner l’exclusion de PDX-1 du noyau (282). Deux 
études ont examiné la localisation sub-cellulaire de PDX-1 dans les cellules 
bêta pancréatiques des souris db/db (282,283). Toutefois, ces données sont 
contradictoires puisque la première montre une expression cytosolique de 
PDX-1 tandis que la seconde rapporte une expression nucléaire de PDX-1. 
L’expression de PDX-1 a été montré exclusivement cytosolique chez les 
donneurs atteints de diabète de type 2 (282). 
 
L’exposition chronique des cellules bêta pancréatiques aux acides gras 
entraîne des effets délétères sur leur fonction. De même, le palmitate inhibe 
l’induction de l’expression de PDX-1 par le glucose (176,274) et entraîne son 
exclusion du noyau (179,274). PDX-1 est également exclu du noyau des 
cellules bêta pancréatiques de rats infusés simultanément avec du glucose et 
de l’Intralipide (180) ainsi que dans le noyau des cellules bêta pancréatiques 
de rats exposés à une diète riche en gras (282). 
 
Le stress oxydatif affecte également la localisation sub-cellulaire de PDX-1 
via la protéine kinase JNK. En effet, l'inactivation de JNK dans les cellules 
bêta pancréatiques bloque l'exclusion de PDX-1 du noyau en réponse à un 
traitement au H2O2 (268,284,285). De même, un traitement à l’antioxydant 
NAC (de l’anglais pour N-acetyl-L-Cysteine) permet de restaurer la 
localisation nucléaire de PDX-1 chez les souris db/db (285). PDX-1 possède 
dans sa séquence un motif classique, riche en résidus leucine, caractéristique 
du signal d’exclusion nucléaire et qui serait sensible au stress oxydatif. Sa 
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séquence est située à la position 82 à 94 chez la souris (268). Le signal de 
localisation nucléaire de PDX-1 ne serait pas, quant à lui, affecté dans ces 
conditions (268,284). 
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Chapitre IV Principales voies de 
signalisation régulant 
l’expression du gène 
de l’insuline 
 
Protéines kinases sensibles aux nutriments 
Le maintien de l’homéostasie énergétique est central pour tous les organismes 
vivants. C’est ce qui assure leur survie. Pour préserver leur fonction, les 
cellules sont dotées d’un système robuste et complexe qui leur permet de 
détecter les moindres variations dans la disponibilité des nutriments présents 
dans leur environnement (figure 8). Ainsi elles s’adaptent et ajustent leur 
métabolisme en conséquence. L’AMPK (de l’anglais pour AMP-activated 
protein kinase) ainsi que mTOR (de l’anglais pour mammalian target of 
rapamycin kinase) sont les deux protéines senseurs de nutriments et d’énergie 
les mieux caractérisées à ce jour. Dans les cas de diabète, d’obésité et de 
cancer, il y a une augmentation de l’activité de l’AMPK et une diminution de 
l’activité de mTOR d’où l’intérêt pour ces molécules en tant que cibles 
thérapeutiques potentielles (286-288). PAS kinase (pour Per-Arnt-Sim 
kinase) a été plus récemment identifiée comme nouvelle protéine kinase 
sensible aux variations nutritionnelles et aux besoins énergétiques de la 
cellule chez l’humain. Un progrès significatif a été fait dans le but de 
comprendre les mécanismes de régulation et d’action de PASK depuis les 
dernières années. 
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Figure 8: Principales voies de signalisation impliquées dans le maintien 
de la fonction des cellules bêta pancréatiques. Le glucose est le principal 
inducteur de la production de l'insuline. L'insuline se lie à son récepteur à la 
surface des cellules bêta pancréatique pour activer une cascade de 
signalisation impliquant entre autresles protéines kinases ERK1/2, Akt et 
mTOR. Ces mécanismes peuvent à leur tour être modulés via le métabolisme 
du glucose et ont un effet sur la croissance, la prolifération, la différenciation 
cellulaire ainsi que sur la fonction bêta pancréatique. À partir de (438).  
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L’AMP kinase 
L’AMPK est une sérine/thréonine kinase composée d’une sous-unité 
catalytique , d’une sous-unité régulatrice et d’une sous-unité . L’AMPK 
est activée en réponse à une baisse d’énergie cellulaire provoquée par un état 
nutritionnel ou à un stress métabolique qui entraînent une baisse des niveaux 
d’ATP, plus précisément une élévation du ratio AMP:ATP. L’AMP est un 
régulateur allostérique de l’AMPK qui entraîne un changement de 
conformation de la sous-unité et une augmentation de sa phosphorylation 
sur résidu Thr172 (289,290). L’activation de l’AMPK permet de basculer la 
fonction cellulaire d’une consommation d’ATP vers une production d’ATP 
pour rétablir l’homéostasie énergétique. Elle inhibe la biosynthèse des acides 
gras et du cholestérol, deux mécanismes majeurs de consommation d’énergie, 
et stimule l’oxydation des acides gras pour fournir l’ATP (289,291). 
L’activation de l’AMPK affecte également l’expression de gènes ainsi que la 
synthèse protéique, notamment dans le foie, le muscle, le tissu adipeux et le 
pancréas (291). L’AMPK pourrait jouer un rôle particulièrement important 
dans la régulation de la fonction de la cellule bêta-pancréatique étant donné 
l’importance des intermédiaires métaboliques générés lors des mécanismes de 
sécrétion d’insuline (292-295). D’ailleurs, les médicaments anti-diabétiques 
de la famille des thiazolidinediones (activateurs du récepteur PPAR-) ainsi 
que la metformine (hormone hypoglycémiante) agissent en partie via 
l’AMPK. 
 
Plusieurs études ont montré que l’activation de l’AMPK entraîne l’inhibition 
de la synthèse et de la sécrétion de l’insuline in vitro et in vivo (291,296-298). 
D’autre part, l’AMPK est également connue pour phosphoryler des protéines 
nucléaires telle l’histone acétyltransférase p300 (299). Cependant, très peu 
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d’études ont été rapportées l’implication potentielle de PDX-1 dans ces 
mécanismes. Notamment, deux études ont mené à des résultats 
contradictoires. La première suggère que la diminution de l’expression de la 
glucokinase ainsi que du récepteur Glut2 par l’AMPK pourrait être due à 
l’inactivation du facteur de transcription PDX-1 par l’AMPK (300). La 
seconde étude montre, au contraire, que l’AMPK induit une augmentation de 
l’expression de PDX-1 via PPAR(301). Des études plus approfondies 
seront nécessaires pour élucider le rôle exact de l’AMPK sur l’expression et 
l’activité de PDX-1 dans la cellule bêta pancréatique.  
 
mTOR 
mTOR est une sérine/threonine kinase de la famille des protéines PIKKs (de 
l'anglais pour phosphatidylinositol 3-kinase-related kinases) qui joue un rôle 
important dans la régulation de la synthèse des protéines (302). Contrairement 
à l’AMPK, mTOR répond à un surplus de nutriments, plus particulièrement, 
des hormones (telle l’insuline),  des facteurs de croissance (tel IGF-1, de 
l’anglais pour insulin growth factor 1) et des acides aminés (telle la leucine) 
(303). Lorsque activée, mTOR phosphoryle le facteur 4E-BP1 (de l’anglais 
pour eukaryotic initiation factor 4E-binding protein-1) ainsi que la protéine 
kinase p70S6K (pour p70 ribosomal S6 kinase). Ceci permet l’activation des 
voies anaboliques et la croissance cellulaire (304). En ce qui concerne 
l'implication de mTOR dans le métabolisme énergétique, sa signalisation 
serait importante dans la réponse aux variations dans la disponibilité des 
nutriments en modulant l'action de l'insuline (305,306). Des études ont montré 
l'activation de la voie mTOR chez les animaux obèses (307) alors qu'une 
déficience en S6 kinase (S6K), une protéine cible de mTOR, protège les 
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animaux contre la résistance à l'insuline induite par une diète riche en gras 
(308). Plus particulièrement, l'insuline active S6Kqui inactive IRS-1 par 
phosphorylation directe de son résidu sérine 270, ce qui entraîne une 
diminution du captage du glucose par les cellules musculaires (308). 
 
PAS kinase 
Tout comme l’AMPK et mTOR, PAS kinase (PASK) est une enzyme qui 
répond aux variations en quantités de macronutriments présents dans la 
cellule pour réguler le métabolisme énergétique et assurer son homéostasie. 
PASK contrôle le métabolisme du glucose en régulant son utilisation ou son 
stockage sous forme de glycogène. PASK régule également l’expression du 
gène de l’insuline, le métabolisme lipidique ainsi que la respiration 
mitochondriale (100,176,249,309,310). 
 
Structure de la protéine PASK 
La protéine comprend un domaine C-terminal sérine/thréonine kinase et un 
domaine N-terminal Per-Arnt-Sim (PAS) de régulation (311) (figure 9). Les 
domaines PAS sont des domaines sensibles aux nutriments et à divers stimuli 
tels  la lumière, l’oxygène et l’état redox (312). Ils sont souvent activés suite 
à la liaison de petits ligands tels l’ATP, l’hème ou les flavines (313-316) à 
leur site hydrophobique (317). Chez l’humain, PASK est la seule protéine 
kinase contenant un domaine PAS connue à ce jour et contrairement aux 
autres protéines à domaine PAS des autres espèces, les ligands du domaine 
PAS de PASK sont encore inconnus (318,319).  
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Environ 7000 structures PAS ont été identifiés à ce jour (320). Leur 
composition primaire en acides aminés n’est pas très conservée (moins de 20 
% d’homologie), mais leur structure est quant à elle très caractéristique et 
fonctionnellement très versatile. Elle consiste en cinq feuillets bêta anti-
parallèles entourés de plusieurs hélices alpha (310). L’annotation « PAS » est 
un acronymedérivé du nom de trois facteurs de transcription ayant ce motif 
dans leur structure protéique : PER, ARNT et SIM. PER (de l’anglais pour 
period) est un facteur de transcription impliqué dans l’horloge biologique 
(321). ARNT (de l’anglais pour aryl hydrocarbon receptor nuclear 
translocator) forme un hétérodimère avec le récepteur AHR (de l’anglais pour 
aryl hydrocarbon receptor) (322). Le facteur de transcription SIM (de 
l’anglais pour single-minded) quant à lui joue un rôle clé dans la neurogenèse 
(323).  
 
Régulation et fonction de PASK 
L’activité de la plupart des protéines kinases est modulée par 
phosphorylation/déphosphorylation d’un ou de plusieurs résidus se trouvant 
dans la boucle d’activation de leur domaine kinase (324). Le domaine 
catalytique de PASK contient dans sa boucle d’activation deux résidus 
thréonines autophosphorylables, Thr1161 et Thr1165. Leur phosphorylation 
induit une augmentation significative de l’activité de PASK, mais leur 
mutation ne semble pas affecter l'activité basale de la protéine suggérant 
l'implication d'autres résidus (319,325). Les mécanismes exacts menant à 
l’activation de PASK sont à ce jour encore inconnus. Chez l’humain, PASK 
semble être activée par la liaison de petites molécules dérivées du 
métabolisme du glucose au domaine PAS. Ceci provoquerait un changement 
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de conformation de la protéine, dévoilant ainsi son domaine kinase ce qui 
résulte en son activation (figure 9) (326).  
 
 
 
Figure 9: Structure et mode de régulation de PAS kinase. Adaptée de 
(308). Les mécanismes exacts d'activation de PAS kinase ne sont pas tout à 
fait connus. Une petite molécule dérivée du métabolsme du glucose se lierait 
au domaine PAS de PASK, ce qui entraînerait une séparation des domaines 
PAS et kinase. Ce changement de conformation est associé à une 
autophosphorylation du domaine kinase et activation de la protéine. PASK 
peut alors phosphoryler ses substrats sur résidus sérine et/ou thréonine. 
 
Les génomes appartenant aux levures, à la drosophile et aux souris encodent 
tous une séquence de PASK homologue à celle de l’humain. Le rôle de PASK 
a d’abord été mis en évidence chez la levure Saccharomyces cerevisiae où les 
protéines orthologues Psk1 et Psk2 ont été identifiées pour avoir un rôle 
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important dans la régulation du métabolisme du glucose dans le but d’assurer 
la croissance et la division cellulaire (319,326-329). L’enzyme Ugp1 (de 
l’anglais pour UDP-glucose phosphorylase) est un des quatre substrats les 
plus spécifiques à Psk2. Elle catalyse la conversion de l’UTP et du glucose-
1-phosphate en UDP-glucose et en pyrophosphate (328). Psk2 phosphoryle 
Ugp1 sur Ser11in vitro et in vivo (327). La glycogène synthase Gsy2 est 
également un substrat connu de Psk2 et la déficience en psk1 et psk2 entraîne 
une accumulation du glycogène (319). Chez l’humain PASK ne phosphoryle 
pas l’Ugp1, mais semble toutefois contrôler la synthèse du glycogène 
puisqu’elle phosphoryle et inactive la glycogène synthase in vitro(330). Dans 
les cellules bêta pancréatiques de souris MIN6 ainsi que dans les îlots isolés 
à partir de pancréas de rats, le glucose induit l’expression et l’activité de 
PASK (100,176) alors que le palmitate bloque cette induction (176). À bas 
glucose (2 à 3 mM), la surexpression de PASK mime les effets du glucose sur 
l’expression du gène de l’insuline ainsi que sur l’expression de PDX-1 et 
prévient les effets délétères du palmitate alors que la surexpression de la forme 
inactive (un dominant négatif) de PASK bloque les effets du glucose 
(100,176). 
 
Les souris déficientes en PASK sont viables et fertiles (331). Elles ont une 
insulinémie basse due à un défaut de sécrétion d’insuline en réponse au 
glucose (309). Une autre étude a été effectuée sur ce modèle de souris, mais 
ces observations n’ont cependant pas pu être confirmées (332). Par ailleurs, 
l’expression de l’ARNm de PASK est significativement diminuée dans les 
îlots isolés à partir de pancréas de donneurs atteints de diabète de type 2 (333). 
Chez l’humain, il existe deux mutations rares dans le gène PASK, p.L1051V 
et p.G1117E, associées à une forme encore inconnue de diabète de type 
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MODY (334). La mutation p.G1117E entraîne une augmentation d’environ 
25 % de l’autophoshorylation de PASK et un doublement de son activité. Son 
expression dans les îlots de souris entraîne une augmentation de l’insuline 
sécrétée à bas glucose (2.8 mM) (334). Ceci démontre l’importance de PASK 
dans la régulation de la fonction bêta pancréatique chez l’humain. 
 
Autres voies de signalisation majeures dans la cellule bêta 
pancréatique 
ERK1/2 
ERK1 et ERK2 (de l’anglais pour extracellular signal regulated kinase 1 and 
2) sont des protéines sérine/thréonine kinases de 44 et 42 kDa, 
respectivement, exprimées dans toutes les cellules de l’organisme (335). 
Également connues sous les noms MAPK3 et MAPK1, ERK1/2 font partie de 
la famille des MAPK (de l’anglais pour mitogen activated protein kinase). 
Elle sont impliquées dans de nombreux mécanismes de transduction du signal, 
notamment dans la croissance et la prolifération cellulaire, la migration, la 
survie, la différenciation cellulaire ainsi que le métabolisme énergétique 
(336). 
 
ERK1/2 sont la cible d’activation d’une variété de stimuli incluant les 
cytokines, les facteurs de croissance ainsi que via les voies de signalisations 
activées par les récepteurs couplés aux protéines G (273,336,337). Dans la 
cellule bêta pancréatique, les protéines ERK1/2 sont  activées par le glucose 
ainsi que par des nutriments potentialisant la sécrétion de l’insuline, tels les 
acides gras (176,214,217,261,338,339). Le glucose ainsi que le GLP-1 
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induisent une augmentation du calcium intracellulaire, ce qui déclenche la 
cascade d’activation des protéines Ras/Raf/MEK1/2 menant à la 
phosphorylation de ERK1/2 sur résidus Thr202 et Tyr204 et à leur activation 
(261).  
 
L’activation des protéines ERK1/2 est essentielle à l’activation de la 
transcription du gène de l’insuline induite par le glucose (339). Elle est plus 
particulièrement requise pour la liaison des facteurs de transcription PDX-1, 
MafA et NeuroD au promoteur du gène de l’insuline (340-342). Il a été 
également démontré que le glucose stimule la liaison de ERK1/2 au 
promoteur du gène de l’insuline (261). La régulation de la fonction bêta 
pancréatique par ERK1/2 est complexe, car ces enzymes sont également 
activées dans des conditions de glucolipotoxicité où la transcription du gène 
de l’insuline est réprimée (176). De plus, l’inhibition de l’activité de ERK1/2 
bloque les effets délétères des acides gras sur la transcription du gène de 
l’insuline (176). 
 
L’activité des protéines ERK1/2 est également détectée dans le cytoplasme 
des cellules bêta pancréatique en réponse à une stimulation au glucose et serait 
responsable de la phosphorylation d’autres protéines substrats impliquées 
dans l’exocytose des granules d’insuline, telle la synapsin I (343). En plus de 
son rôle dans la régulation de la transcription du gène de l’insuline et sa 
sécrétion, ERK1/2 module également la phosphorylation et l’expression de la 
protéine CREB (de l’anglais pour cAMP-responsive element-binding protein) 
qui joue un rôle crucial dans la survie des cellules bêta pancréatiques (344). 
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GSK3
GSK3 (de l'anglais pour glycogen synthase kinase 3 beta) est une 
sérine/thréonine kinase ubiquitaire, impliquée dans divers mécanismes 
cellulaires tels la division et la prolifération cellulaire, le développement ainsi 
que le métabolisme (345). GSK3 est constitutivement active. Elle est 
inactivée par phosphorylation sur résidu Ser9 par la voie PI3K/Akt, Wnt ainsi 
que celles activées par certains facteurs de croissance (346-348). Elle-même, 
inactive ses substrats en les phosphorylant. C'est par exemple le cas de la 
glycogène synthase (GS) qu'elle phosphoryle pour réguler la synthèse du 
glycogène (349). Le rôle central de GSK3 dans le maintien de l'homéostasie 
du glucose dans l'organisme en fait une cible thérapeutique intéressante pour 
le développement d'outils d'interventions pour la prévention et le traitement 
de la résistance à l'insuline et du diabète de type 2. Par exemple, dans le 
muscle squelettique, la liaison de l’insuline à son récepteur entraîne la 
phosphorylation et l'activation de la voie PI3K/PKB (voir prochaine section), 
qui phosphoryle et inactive GSK3. Il y a alors une augmentation de l’activité 
du récepteur GLUT4. Ainsi, l'inhibition de GSK3 dans le muscle 
squelettique résistant à l'insuline résulte en une nette amélioration du transport 
du glucose.  
 
Dans la cellule bêta pancréatique, GSK3 joue un rôle important dans la 
survie et la croissance cellulaire via la voie PI3K/PKB (350). En effet, 
l'inactivation de GSK3 suffit pour induire la prolifération ainsi que les 
mécanismes anti-apoptotiques de la cellule bêta pancréatique (351). Le rôle 
de GSK3 dans la régulation de la fonction bêta pancréatique via la 
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modulation de l'expression et de la stabilité du facteur de transcription PDX-
1 a également été mis en évidence (245,246,249). 
 
PI3K/Akt 
La phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) est une enzyme impliquée dans 
diverses fonctions de la cellule telle la croissance, la survie, la différenciation 
et la prolifération cellulaire (352,353). La liaison de l'insuline à son récepteur 
entraîne l'autophosphorylation de ce dernier sur plusieurs résidus tyrosine, ce 
qui permet le recrutement et la phosphorylation des protéines IRS-1 et IRS-2. 
Ces dernières se lient alors au domaine SH2 de la sous-unité p85 de la protéine 
PI3K, ce qui permet le recrutement de sa sous-unité p110 à la membrane et 
ainsi son activation (353). PI3K phosphoryle le phosphatidylinositol 4,5-
biphosphate (PIP2) en phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate (PIP3). PIP3 se 
lie à la protéine PDK1 (de l'anglais pour phosphoinositide-dependent kinase 
1) à la membrane cellulaire et cette dernière phosphoryle et active PKB. PKB, 
également connue sous l'acronyme Akt, phosphoryle et inactive GSK3 ce 
qui permet entre autres d'augmenter la stabilité et l'expression du facteur de 
transcription PDX-1 (350,354).  
 
Dans la cellule bêta pancréatique, le glucose, via l'insuline, phosphoryle la 
protéine PKB et l'active (176,355-359) ce qui pourrait être un mécanisme 
protecteur contre l'apoptose induite par les acides gras (168,358,360,361). 
Toutefois, dans des conditions non apoptotiques, les acides gras induisent 
également la phosphorylation de PKB, ce qui suggère, comme dans le cas des 
protéines ERK1/2, un double rôle de cette voie (176,362).  
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Chapitre VI Mise en contexte de la 
thèse 
 
 
Un défaut de production d'insuline ainsi qu'une résistance des tissus 
périphériques à l'action de l'insuline conduisent à l'apparition du diabète de 
type 2. Notre laboratoire a montré que l'exposition chronique des cellules bêta 
pancréatiques à de hautes concentrations de glucose en présence d'acides gras 
est délétère pour la fonction bêta pancréatique (363). Ceci entraîne entre 
autres une diminution de l'expression de l'ARNm de la préproinsuline (175). 
L'activité du promoteur du gène de l'insuline est réduite étant donné 
l'exclusion nucléaire du facteur de transcription PDX-1 ainsi que la 
diminution de l'expression de l'ARNm de MafA qui mène donc à une 
diminution de leur activité de liaison au promoteur du gène de l'insuline (179). 
Ces conditions de glucolipotoxicité reflètent l'état d'hyperglycémie et de 
dyslipidémie retrouvés chez les personnes atteintes de diabète de type 2. Notre 
laboratoire a reproduit ces effets dans plusieurs modèles expérimentaux, 
notamment chez les rats infusés avec du glucose et de l'Intralipide (une 
émulsion de lipides à 20 %) (177,180). Chez l’humain, la stimulation de la 
sécrétion d’insuline en réponse à une infusion aigüe (90 min) de glucose est 
diminuée lorsque l’infusion se poursuit pendant 48h (178). Cette réponse est 
également inhibée lorsque les lipides sont infusés simultanément avec le 
glucose (364). 
 
Les mécanismes moléculaires responsables de la détérioration de la fonction 
bêta pancréatique sont complexes et pas totalement clairs. Les différentes 
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voies de signalisation impliquées et identifiées à ce jour incluent les cascades 
de signalisation des protéines ERK1/2 (99,110,217,261,339), PI3K/Akt 
(145,355) et beaucoup plus récemment, PASK (100,332,333). Dans la cellule 
bêta pancréatique, ces protéines kinases sont toutes phosphorylées et activées 
en réponse à une augmentation des concentrations de glucose et sont 
impliquées dans le maintien de la fonction bêta pancréatique. D'autre part, le 
facteur de transcription PDX-1 est un élément déterminant pour le 
développement, la fonction et le maintien de l'intégrité de la cellule bêta 
pancréatique. Sa fonction est majeure dans la régulation de la transcription du 
gène de l'insuline. Le glucose module à plusieurs niveaux la régulation de 
PDX-1, incluant son expression, sa phosphorylation ainsi que sa translocation 
sub-cellulaire. Quelques mécanismes de régulation ont été proposés, mais 
sont parfois incomplets, voire contradictoires.  
 
L'objectif de cette thèse est d'examiner les mécanismes moléculaires 
responsables de la régulation de la transcription du gène de l'insuline via 
PDX-1 dans la cellule bêta pancréatique. Plus particulièrement, les objectifs 
spécifiques sont : 
 
1. Évaluer la contribution des voies de signalisation ERK1/2, 
PI3K/Akt et PASK dans la régulation de l'expression du gène de 
l'insuline. 
2. Déterminer les mécanismes de régulation du facteur de 
transcription PDX-1 par l'enzyme PASK. 
3. Examiner le profil de translocation sub-cellulaire de PDX-1 
dans différents modèles cellulaires. 
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Ces travaux ont mené à a publication de deux articles originaux ainsi qu'à la 
rédaction d'un troisième manuscrit qui sera soumis au moment du dépôt de la 
thèse : 
 
Fontés G, Semache M, Hagman DK, Tremblay C, Shah R, Rhodes CJ, Rutter 
J, Poitout V. Involvement of Per-Arnt-Sim Kinase and extracellular-regulated 
kinases-1/2 in palmitate inhibition of insulin gene expression in pancreatic 
beta-cells. Diabetes, 2009. Sep;58(9):2048-58. 
 
Semache M, Zarrouki B, Fontés G, Fogarty S, Kikani C, Chawki MB, Rutter 
J, Poitout V. Per-Arnt-Sim kinase regulates pancreatic duodenal homeobox-
1 protein stability via phosphorylation of glycogen synthase kinase 3β in 
pancreatic β-cells. Journal of Biological Chemistry, 2013. Aug 
23;288(34):24825-33. 
 
Semache M, Zarrouki B, Ghislain J, Poitout V. Pancreatic and duodenal 
homeobox-1 nuclear localization is regulated by glucose in dispersed rat 
islets but not in insulin-secreting cell lines. Sera soumis à Endocrinology. 
  
 
 
 
 
RÉSULTATS 
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Article 1 Implication des protéines 
PASK, PI3K etERK1/2 
dans la régulation du gène 
de l'insuline. 
 
Mise en contexte : 
L'exposition chronique à de hautes concentrations de glucose en présence 
d'acides gras entraîne une détérioration de la fonction de la cellule bêta 
pancréatique. Notre laboratoire a démontré que les mécanismes par lesquels 
les acides gras inhibent la transcription du gène de l'insuline 
(165,175,179,181) sont distincts de ceux affectant la sécrétion de l'insuline 
(171-174,365). Les acides gras, qu'ils soient saturés (le palmitate) ou insaturés 
(l'oléate) inhibent la sécrétion de l'insuline tandis que seul le palmitate inhibe 
l'expression du gène. En effet, nous avons démontré que l'inhibition de 
l'expression du gène de l'insuline par les acides gras se fait via la synthèse de 
novo de céramides, dont le palmitate est le seul substrat (175). Les céramides 
inhibent l'expression du gène de l'insuline et peuvent induire l'apoptose des 
cellules bêta pancréatiques (366), mais n'affectent cependant pas la sécrétion 
de l'insuline, ce qui suggère l'implication d'autres dérivés dans ces 
mécanismes de régulation (365). Le palmitate entraîne une diminution de 
l'expression de l'ARNm du facteur de transcription MafA ainsi qu'une 
exclusion de PDX-1 du noyau, ce qui entraîne la diminution de l'activité du 
promoteur du gène de l'insuline (175,179). 
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L'objectif de ce premier volet de la thèse est d'évaluer la contribution des voies 
de signalisation ERK1/2, PI3K/Akt et PASK dans la régulation de 
l'expression du gène de l'insuline. Plus spécifiquement, cette partie de l’étude 
vise à : 
 
1. Examiner l’effet du glucose et du palmitate sur la phosphorylation 
et/ou l’expression des protéines kinases ERK1/2, Akt et PASK dans 
les cellules bêta pancréatiques ainsi que dans les îlots isolés de rats. 
2. Déterminer la contribution de ces voies de signalisation dans la 
régulation de la transcription du gène de l’insuline en réponse au 
glucose et au palmitate. 
3. Déterminer le rôle de ces voies de signalisation dans la régulation de 
l’expression des facteurs de transcription PDX-1, MafA et C/EBP 
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Abstract 
Objective: Prolonged exposure of pancreatic beta cells to simultaneously 
elevated levels of fatty acids and glucose (glucolipotoxicity) impairs insulin 
gene transcription. However, the intracellular signalling pathways mediating 
these effects are mostly unknown.This study was aimed to ascertain the role 
of ERK1/2, PKB, and PASK in palmitate inhibition of insulin gene expression 
in pancreatic beta cells. 
Research Design and Methods: MIN6 cells and isolated rat islets were 
cultured in the presence of elevated glucose, with or without palmitate or 
ceramide. ERK1/2 phosphorylation, PKB phosphorylation, and PASK 
expression were examined by immunoblotting and real-time PCR. The role 
of these kinases in insulin gene expression was assessed using 
pharmacological and molecular approaches. 
Results: Exposure of MIN6 cells and islets to elevated glucose induced 
ERK1/2 and PKB phosphorylation, which was further enhanced by palmitate. 
Inhibition of ERK1/2, but not of PKB, partially prevented the inhibition of 
insulin gene expression in the presence of palmitate or ceramide. Glucose-
induced expression of PASK mRNA and protein levels was reduced in the 
presence of palmitate. Overexpression of wild-type PASK increased insulin 
and PDX-1 gene expression in MIN6 cells and rat islets incubated with 
glucose and palmitate, while overexpression of a kinase-dead PASK mutant 
overexpressed in rat islets decreased expression of insulin and PDX-1 and 
increased C/EBP expression. 
Conclusions: Both the PASK and ERK1/2 signalling pathways mediate 
palmitate inhibition of insulin gene expression. These findings identify PASK 
as a novel mediator of glucolipotoxicity on the insulin gene in pancreatic beta 
cells. 
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The glucolipotoxicity hypothesis posits that abnormalities in lipid 
metabolism, in conjunction with chronic hyperglycemia, contribute to the 
deterioration of beta-cell function in type 2 diabetes (1; 2). In vitro, prolonged 
exposure of isolated islets and insulin-secreting cells to simultaneously 
elevated levels of fatty acids (FA) and glucose leads to inhibition of glucose-
induced insulin secretion, impairment of preproinsulin gene (hereafter 
referred to as “insulin gene”) expression, and cell death by apoptosis 
(reviewed in (1)). Our observation (3) that inhibition of insulin gene 
expression also occurs in islets from rats chronically infused with glucose and 
Intralipid confirmed the relevance of this phenomenon to in vivo situations. 
Studies in our laboratory have attempted to define the cellular and 
molecular mechanisms of FA inhibition of the insulin gene. First, we showed 
that the mechanisms by which FA impair insulin secretion and insulin gene 
expression are distinct (4; 5). Thus, both saturated (e.g. palmitate) and 
unsaturated (e.g. oleate) long-chain FA inhibit glucose-induced insulin 
secretion (5), whereas only palmitate impairs insulin gene expression (4). This 
is due to the fact that inhibition of insulin gene expression is mediated by de 
novo synthesis of ceramide, for which only palmitate can serve as a substrate 
(4). Second, palmitate inhibits glucose-induced insulin promoter activity (4) 
through decreased glucose-induced MafA expression and nuclear exclusion 
of pancreas-duodenum homeobox-1 (PDX-1), thereby reducing the binding 
activities of both transcription factors (6). 
The signalling pathways implicated in palmitate inhibition of insulin 
gene expression are mostly unknown. Several members of the mitogen-
activated protein kinase family are activated by phosphorylation in response 
to glucose. Upon activation, the extracellular-regulated kinases (ERK)1/2 
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promote nuclear translocation and/or binding of PDX-1, MafA and 
Beta2/NeuroD1 to the insulin promoter, and in turn these transcription factors 
synergistically activate insulin gene transcription (7-11). On the other hand, 
glucose activates the phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K)-dependent insulin 
signalling pathway and increases protein kinase B (PKB) phosphorylation in 
beta cells (12), although the role of the PI3K pathway in the regulation of 
insulin gene expression remains controversial (10; 13; 14). Finally, induction 
of mRNA and protein expression of the Per-Arnt-Sim kinase (PASK) in 
MIN6 cells and isolated islets mediates glucose-induced insulin gene 
expression (15). 
The aims of this study were 1) to examine the effects of glucose and 
palmitate on the phosphorylation state and expression levels of ERK1/2, PKB, 
and PASK in MIN6 insulin-secreting cells and isolated rat islets; 2) to 
ascertain, using pharmacological and molecular tools, whether these 
signalling pathways mediate palmitate inhibition of insulin gene expression.  
RESEARCH DESIGN AND METHODS 
Reagents and solutions- RPMI 1640 and fetal bovine serum were from 
Invitrogen (Burlington, ON). DMEM was from Wisent (Saint Bruno, QC) and 
bovine growth serum was from HyClone (Logan, UT). FA-free bovine serum 
albumin (BSA) was from Equitech-Bio Inc (Kerrville, TX). LY 294002, 
PD98059, U0126 and thapsigargin were from Calbiochem (EMD 
Biosciences, San Diego, CA). Propidium iodide (PI) was from Invitrogen. C2-
ceramide was from Biomol (Plymouth Meeting, PA). Palmitate (sodium salt) 
and all other reagents (analytical grade) were from Sigma unless otherwise 
noted. Rabbit anti-PKB, anti-phospho-Ser473-PKB, anti-phospho-p44/p42 
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MAP kinase (Thr202/Tyr204) and anti-cleaved caspase 3 antibodies were from 
Cell Signalling (New England Biolabs, Beverly, MA). Rabbit anti-ERK1/2 
antibody was from Promega (Madison, WI). IL-1 was from Cedarlane 
Laboratories (Burlington, ON). Rabbit anti- p85 subunit of PI3K and anti-
PDX-1 antibodies were from Upstate (Lake Placid, NY). Rabbit anti-hPASK 
(U2501), anti-m/rPASK (U2508) antibodies and hPASK adenoviruses were 
generated as described (16). Insulin radioimmunoassay kits were from Linco 
Research (St Charles, MI). Palmitate and C2-ceramide solutions were 
prepared as described (4). The final molar ratio of palmitate: BSA was 5:1. 
All control conditions included a solution of vehicle (ethanol: H2O) mixed 
with FA-free BSA. 
Animals- 225-275 g male Wistar rats (Charles River Laboratories, 
Wilmington, MA) were housed on a 12h light/dark cycle with free access to 
standard laboratory chow and water. All procedures were approved by the 
Institutional Committee for the Protection of Animals at the Centre 
Hospitalier de l’Université de Montréal. 
Rat islets isolation and cell culture- Rat islets were isolated as described (4; 
17). Isolated islets were pre-cultured for 16h at 2.8 mM, and then exposed to 
2.8 or 16.7 mM glucose in various experimental conditions as described in 
“Results”. MIN6 cells (passage 28-40) were maintained as previously 
described (18). Cells were seeded in 6-well plates at a density of 1x106 cells 
per well for 3-5 days. One day before the experiment, cells were cultured in 
medium containing 5.5 mM glucose for 16h. Cells were serum-starved in 
medium containing 0.5% BSA for 2h and then exposed to various 
experimental conditions as described in “Results”. 
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Acridine Orange (AO) and propidium iodide (PI) fluorescentstaining- 
Islets were incubated for 30 min with 1 µM AO and 15 µM PI. Stained islets 
were examined under a Leica TCS SP5 confocal microscope (Leica 
Microsystems (Canada) Inc., Richmond Hill, ON). Living cells were 
identified by green staining (AO) and dead cells by brown-red staining (PI). 
For immunohistochemistry, MIN6 cells were fixed with 3.7% formaldehyde 
for 30 min and permeabilized in cold methanol for 20 min. After saturation 
with 5% normal horse serum, cells were incubated with rabbit anti-PDX-1 
antibody, followed by FITC goat anti-rabbit (Vector Laboratories). Cells were 
observed under a fluorescent microscope (Leica Microsystems). 
Adenoviral infection of islets and MIN6 cells- The appropriate titer of 
recombinant adenovirus (Adv) encoding luciferase (Adv-Luc) or human 
PASK (Adv-hPASK (16)) was determined in pilot experiments. MIN6 cells 
were sub-cultured in 6-well plates (1x106 cells per well). After 3 days of 
culture to reach ~ 60% confluence, MIN6 cells were infected with 4x105 
plaque-forming unit/cell of Adv-Luc or Adv-hPASK for 2h, after which the 
medium was replaced and the cells further cultured for 16h before serum-
starvation and exposure to various experimental conditions as described in 
Results. For arterial delivery of adenoviral vectors in rat pancreas,Wistar rats 
were anesthetized and subjected to laparotomy. After ligation of the portal 
vein, the superior aorta, and the hepatic, mesenteric, and right and left renal 
arteries, adenoviruses (4.1010 pfu/pancreas) were injected in the celiac trunk 
of the inferior aorta as described (19). 
Protein extraction and immunoblotting- Proteins from cells or islets were 
extracted and resolved by SDS-PAGE as described (6). Membranes were 
blotted with antibodies against pERK1/2 (Thr202/Tyr204) or total ERK1/2, 
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pSer473-PKB or total PKB, hPASK, m/rPASK, or the p85 sub-unit of PI3K. 
Signals were detected using a horseradish peroxidase-labeled anti-rabbit IgG 
(BioRad) and enhanced chemiluminescence (ECL, PerkinElmer Las Canada 
Inc., Woodbridge, ON) on Kodak BioMax XAR films (Kodak, Rochester, 
NY). The bands were quantified by G Box Chemi 16 using Gene Tools from 
Syngene software (Syngene, Frederick, MD). 
Real-time PCR- Total RNA was extracted from aliquots of 100 islets each 
using the RNeasy Qiagen micro-kit (Qiagen Inc., Mississauga, ON). MIN6 
cell RNA was extracted by the Trizol method, reverse transcribed, and RT-
PCR was carried out using the Faststart DNA Master PLUS SYBR Green Kit 
(Roche, Indianapolis, IN), as previously described (3). All mouse, rat and 
human primer sets, listed in Supplementary Table 1, were designed using 
Primer3 (20). To amplify preproinsulin pre-mRNA (pre-INS2), a forward 
primer was designed against a sequence in exon 2 and a reverse primer 
designed against a sequence in intron 2, as described (21). 
Insulin content- Intracellular insulin content was determined by 
radioimmunoassay after acidified-ethanol extraction.  
Statistical analysis- Data are expressed as mean ± SEM and were analyzed 
by one-way ANOVA with Bonferroni post-hoc adjustment for multiple 
comparisons, using GraphPad Instat (GraphPad Software, San Diego, CA). 
P<0.05 was considered significant. 
RESULTS 
Palmitate inhibits glucose-induced expression of insulin pre-mRNA and 
mRNA species in MIN6 cells and rat islets- The long half-life of mature 
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insulin mRNA species makes it difficult to examine early changes in insulin 
gene expression induced by palmitate ((4)). To circumvent this, we used a set 
of primers against the short-lived pre-mRNA (pre-INS2), as described by 
Evans-Molina et al. (21). We used primers specific for the insulin 2 gene 
containing intron 2 since its short half-life reflects earlier changes in 
transcriptional rates (22). Glucose induced a larger increase in pre-INS2 
mRNA than in mature INS2 mRNA after 24h of exposure in both MIN6 cells 
(n=3; P<0.05; Fig. 1A) and rat islets (n=3; P<0.001; Fig. 1B). Palmitate 
significantly blocked the stimulatory effect of glucose on pre-INS2 mRNA 
within 24h in both MIN6 cells (n=3; P<0.001) and rat islets (n=3; P<0.001), 
whereas at that time point mature INS2 mRNA levels were not yet 
significantly decreased (Fig. 1A&B). Since palmitate inhibition of insulin 
gene expression is, at least in part, due to nuclear exclusion of PDX-1 (6), we 
measured PDX-1 target genes in islets exposed to glucose ± palmitate for 24 
h (Fig. 1C). We observed that during this timeframe glucose induced the 
expression of GLUT2 mRNA and islet amyloid polypeptide (IAPP) pre-
mRNA, but not INS1, glucokinase (GK), or IAPP mature mRNA levels. 
Palmitate significantly decreased INS1 mRNA levels at both low and high 
glucose, as well as GLUT2 and GK mRNA and IAPP pre-mRNA levels at 
high glucose (Fig. 1C). To exclude a possible effect of palmitate on cell 
viability, we first measured caspase 3 cleavage in MIN6 cells. As expected, a 
24-h exposure to IL-1 or thapsigargin induced caspase 3 cleavage, whereas 
palmitate had no effect (Suppl. Fig. 1). Similarly, culture of islets for 24 h 
with palmitate did not lead to an increase in PI-positive cells, in contrast to 
the positive control H2O2 (Suppl. Fig. 2). 
Prolonged exposure of MIN6 cells and isolated rat islets to high glucose 
and palmitate increases ERK1/2 and PKB phosphorylation- We first 
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assessed the phosphorylation state and expression levels of ERK1/2 and PKB 
in MIN6 cells and isolated islets. As shown in Fig. 2A-C, exposure of MIN6 
cells to 11 mM glucose time-dependently increased both ERK1 and ERK2 
phosphorylation (n=4; P<0.01; Fig. 2B&C, respectively), which was further 
enhanced by addition of palmitate. The effect of palmitate was detected at 4h 
(data not shown), further increased after 12h and was sustained over a 24-h 
period (n=4; P<0.001; Fig. 2B&C). Ser473-phosphorylation of PKB was 
slightly but not significantly enhanced by glucose, and strongly augmented by 
palmitate after 12h, but not 24h (n=5; P<0.01; Fig. 2D&E). Similar effects of 
palmitate on ERK1/2 and PKB phosphorylation were observed in isolated rat 
islets following an 18-h exposure (Fig. 2F&G). 
Inhibition of MEK1/2, but not PI3K, partially prevents palmitate 
inhibition of insulin gene expression- To determine whether 
phosphorylation of ERK1/2 and PKB by palmitate plays a role in the 
inhibition of insulin gene expression, pharmacological inhibitors of their 
respective signalling pathways were used. As expected, glucose-induced 
ERK1/2 phosphorylation with or without palmitate was blocked by the 
MEK1/2 inhibitors U0126 (Fig. 3A) and PD98059 (not shown). PKB 
phosphorylation was blocked in the presence of LY294002 (Fig. 3B). In 
MIN6 cells, both U0126 and LY294002 significantly potentiated the 
stimulatory effect of glucose on insulin pre-mRNA (n=4-7; P<0.001; Fig. 
3C), suggesting some degree of tonic inhibition of insulin gene expression by 
the ERK1/2 and PKB pathways in MIN6 cells, but not in islets, in which 
neither U0126 (Fig. 3D) nor LY294002 (Fig. 3F) had any effect on basal or 
glucose-stimulated insulin pre-mRNA expression. Palmitate inhibited insulin 
pre-mRNA levels in MIN6 cells at 11 mM glucose (n=4; P<0.001; Fig. 3C) 
and rat isletsat both 2.8 and 16.7 mM glucose (n=8; P<0.001; Fig. 3D&E). 
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This effect was partially reversed in the presence of U0126 in MIN6 cells 
(Fig. 3C) and in the presence of either U0126 (Fig. 3D) or PD98059 (Fig. 3E) 
in rat islets. In contrast, LY294002 did not prevent palmitate inhibition of 
insulin pre-mRNA levels in either MIN6 cells (Fig. 3C) or rat islets (Fig. 3F). 
Altogether, these data indicate that blockade of the ERK1/2 pathway, but not 
of PKB, partially prevents palmitate inhibition of insulin gene expression.  
C2-ceramide enhances ERK1/2 phosphorylation and inhibits insulin 
gene expression in MIN6 cells- We have previously shown that de novo 
ceramide synthesis mediates palmitate inhibition of insulin gene expression 
in islets (4). To address whether the effect of ceramide is mediated by ERK1/2 
phosphorylation, we exposed MIN6 cells to the cell-permeable analogue C2-
ceramide in the absence or presence of MEK1/2 inhibitors (Fig. 4). First, we 
observed that C2-ceramide further enhanced ERK1/2 phosphorylation in 
response to glucose (Fig. 4A), similar to the effects of palmitate shown in Fig. 
2. As expected, this was blocked in the presence of U0126 or PD98059 (Fig. 
4A). C2-ceramide significantly inhibited glucose induction of insulin pre-
mRNA levels, and this effect was totally prevented in the presence of U0126 
(Fig. 4B). The non metabolisable analogue C2-dihydroceramide had no effect 
on insulin gene expression (not shown).  
Inhibition of ERK1/2 does not alter the expression levels of MafA, PDX-
1, and C/EBP - We have previously shown that the molecular mechanisms 
whereby palmitate inhibits insulin gene expression involve decreased MafA 
expression and PDX-1 nuclear exclusion (6). On the other hand, Lawrence et 
al. have shown that the transcription factor C/EBP inhibits insulin promoter 
activity (9). We examined whether ERK1/2 was involved in the changes in 
MafA, PDX-1, and C/EBP expression in response to palmitate. As expected, 
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a 24-h exposure of MIN6 cells to elevated glucose increased MafA and PDX-
1 mRNA, and decreased C/EBP mRNA (Fig. 5A, 5B and 5C, respectively). 
Addition of palmitate decreased MafA mRNA (Fig. 5A) but did not alter 
PDX-1 (Fig. 5B) or C/EBP mRNA (Fig. 5C), and these effects of palmitate 
were unchanged in the presence of the MEK1/2 inhibitor U0126. 
PASK is implicated in palmitate inhibition of insulin gene expression-
PASK has been demonstrated to play a role in metabolic sensing and in the 
control of insulin gene expression by glucose in pancreatic beta-cells (15; 23; 
24). A 6-h exposure to high glucose induced a significant increase in PASK 
mRNA levels in MIN6 cells (n=3; P<0.05; Fig. 6A) and in rat islets (n=3; 
P<0.001; Fig. 6B), consistent with a previous report (15). The concomitant 
presence of palmitate nearly abrogated glucose-induced PASK mRNA 
expression in both MIN6 cells (Fig. 6A) and rat islets (Fig. 6B). A similar 
pattern was observed at the protein level in MIN6 cells (Fig. 6C&D). To 
determine whether palmitate inhibition of PASK expression mediates its 
effects on the insulin gene, we first infected MIN6 cells with an adenovirus 
encoding for wild-type (WT) hPASK (Fig. 7A). As previously reported (15), 
overexpression of hPASK significantly increased insulin gene expression at 
low glucose (P<0.001; Fig. 7B). In MIN6 cells infected with a control 
adenovirus expressing luciferase (Luc), palmitate inhibited glucose-induced 
insulin pre-mRNA levels after 24h of exposure (n=7; P<0.05; Fig. 7B). In 
contrast, palmitate had no effect on insulin pre-mRNA in MIN6 cells 
overexpressing hPASK (n=7; NS; Fig. 7B). Overexpression of PASK did not 
affect ERK1/2 phosphorylation (not shown). These data suggest that PASK 
mediates palmitate inhibition of insulin gene expression in MIN6 cells. To 
confirm these observations in islets, we overexpressed the WT or a kinase-
  
77 
 
dead (KD) mutant of hPASK in islets using arterial adenoviral delivery (Fig. 
7C). After isolation, islets were exposed to 16.7 mM glucose and 0.5 mM 
palmitate. We verified that the adenoviral infection did not affect cell 
viability, as indicated by the absence of PI-positive cells (Suppl. Fig. 2C-E). 
In islets exposed to elevated glucose and palmitate, overexpression of WT 
hPASK increased insulin pre-mRNA levels (Fig. 7D), consistent with the 
observation in MIN6 cells (Fig. 7B). The KD hPASK mutant was previously 
shown to abrogate PASK activity and to block glucose-induction of insulin 
promoter activity in MIN6 cells (15; 16). Accordingly, overexpression of the 
KD hPASK mutant in MIN6 cells decreased intracellular insulin content by 
approximately 28% (1060 ± 53 vs. 1484 ± 61 ng/ml in Luc-expressing cells; 
P<0.05; n=4). In islets, overexpression of KD hPASK decreased insulin pre-
mRNA and PDX-1 mRNA levels, and increased C/EBP expression (Fig. 
7D). To confirm the effects of PASK on PDX-1 expression, we examined 
PDX-1 protein levels by immunohistochemistry (Fig. 8). PDX-1 protein 
expression was induced by high glucose (Fig. 8B) and reduced in the presence 
of palmitate (Fig. 8C). WT hPASK overexpression enhanced PDX-1 
expression at low glucose (Fig. 8D) as well as in the presence of palmitate 
(Fig. 8F). In contrast, overexpression of the KD hPASK mutant blocked the 
stimulation of PDX-1 expression by glucose (Fig. 8I). 
 
DISCUSSION 
This study was aimed to identify the intracellular signalling pathways 
mediating palmitate inhibition of insulin gene expression in pancreatic beta 
cells. We found that palmitate enhances glucose-induced PKB and ERK1/2 
phosphorylation and decreases glucose-induced PASK expression. Both 
ERK1/2 and PASK are implicated in the inhibitory effects of palmitate on 
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insulin gene expression. Further, modulation of ERK1/2 phosphorylation 
seems to occur downstream of ceramide synthesis, while inhibition of PASK 
expression decreases PDX-1, but not MafA, expression.  
Our observation that glucose enhances PKB phosphorylation is consistent 
with a number of previous studies in pancreatic beta cells (12; 25-28). This is 
believed to represent a protective mechanism by which glucose exerts anti-
apoptotic effects (29). In contrast, the observed effect of palmitate enhancing 
PKB phosphorylation in both MIN6 cells and rat islets is in contradiction with 
most (12; 26; 30), but not all (31) previous studies in pancreatic beta cells, 
C2C12 muscle cells (32), and 3T3-L1 adipocytes (33). However, most of 
these studies investigated the pro-apoptotic action of FA (12; 30; 34-36), 
whereas in our experimental conditions we did not observe any detectable cell 
death. It is therefore possible that under non pro-apoptotic conditions, FA 
enhance PKB phosphorylation, whereas when either the concentration or the 
length of exposure is increased, FA-induced cell death is associated with a 
secondary decrease in PKB phosphorylation. Martinez et al. (30) 
demonstrated in MIN6 cells an early enhancement of PKB phosphorylation 
by palmitate at 4h, followed by a decrease at 24h associated with marked cell 
death. While the time-course of changes in PKB phosphorylation is clearly 
different in our study in islets than in the Martinez et al. (30) study in MIN6 
cells, their results also suggest that the effects of palmitate on PKB 
phosphorylation might be biphasic.  
The observed stimulation of ERK1/2 phosphorylation by glucose is 
consistent with several previous studies (8; 9; 37-40). Also as reported (38), 
PD98059 inhibited glucose-stimulation of insulin mRNA expression. 
Importantly, both palmitate and ceramide enhanced ERK1/2 phosphorylation 
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in MIN6 cells and isolated islets, and blockade of ERK1/2 phosphorylation 
by U0126 or PD98059 increased insulin pre-mRNA expression in the 
presence of palmitate. This suggests that the ERK1/2 pathway is implicated 
in both the stimulation of insulin gene expression by glucose and its inhibition 
by palmitate, consistent with a dual role of ERK1/2 in the regulation of insulin 
gene expression by glucose as reported under glucotoxic conditions (9). 
Further, the inhibitory effect of ceramide on insulin gene expression was 
completely reversed upon inhibition of ERK1/2 in MIN6 cells. In view of our 
previous findings that blockade of de novo ceramide synthesis prevents 
palmitate inhibition of the insulin gene in islets (4), this observation suggests 
that ceramide generated de novo from palmitate inhibits the insulin gene via 
ERK1/2 activation. Since ERK1/2 inhibitors did not affect PDX-1 expression, 
we hypothesize that ERK1/2 induces post-translational modifications of 
PDX-1 directly or indirectly, thereby regulating its nuclear translocation, 
which we have shown to be implicated in palmitate inhibition of insulin gene 
transcription (3; 6). 
PASK is an evolutionarily conserved serine/threonine protein kinase, 
containing a PAS domain sensitive to the intracellular environment which 
regulates the kinase domain to transduce the signal (41). In budding yeast, it 
coordinates sugar storage and protein synthesis with carbohydrate availability 
(42). In mammals, it has been demonstrated to be an important regulator of 
glycogen synthase and cellular energy balance (43). The role of PASK in vivo 
remains unclear, since two different studies using PASK-/- mice exhibited 
different phenotypes. While the findings of Borter et al. (44) did not support 
a role for PASK in the regulation of insulin expression or secretion, Hao et al. 
(45) found that PASK-/- mice had impaired glucose-induced insulin secretion 
and were protected from high-fat diet-induced obesity and insulin resistance. 
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In pancreatic beta cells, PASK was shown to be required for glucose-induced 
insulin gene transcription (15). In the present study, we demonstrated that 
palmitate blocks glucose-induction of PASK expression, and that 
overexpression of hPASK prevented the inhibitory effect of palmitate on 
insulin mRNA and PDX-1 mRNA and protein expression in MIN6 cells. In 
addition, adenoviral-mediated overexpression of WT PASK increased, 
whereas a KD mutant of PASK decreased, insulin mRNA and PDX-1 protein 
expression in islets. The partial restoration of insulin pre-mRNA levels in 
islets exposed to glucose and palmitate is presumably due to a lower 
transfection efficiency than in MIN6 cells, in which restoration was complete. 
To better understand the links between the two signalling pathways 
identified as implicated in palmitate inhibition of insulin gene expression – 
namely ERK1/2 and PASK – and the transcription factors MafA and PDX-1 
which we previously reported to be involved in this process (3; 6), we 
measured the expression of these transcription factors upon ERK1/2 
inhibition or PASK overexpression. In addition, we measured the expression 
of C/EBP, which was recently shown to be increased in MIN6 cells exposed 
to palmitate (46) and is known to repress insulin gene transcription (9). First, 
we observed that expression of neither MafA nor PDX-1 was augmented in 
the presence of U0126 in cells exposed to glucose and palmitate, suggesting 
that the ERK1/2 pathway does not affect expression of these transcription 
factors. This, of course, does not rule out the possibility that ERK1/2 regulates 
the activity of these factors at the post-translational level (9; 47). Second, 
expression of PDX-1 was inhibited in islets overexpressing the KD hPASK 
mutant, suggesting that PASK regulates PDX-1 mRNA expression, as 
previously suggested by da Silva Xavier et al. (15) under high glucose 
conditions. Whether or not this is associated with changes in PDX-1 binding 
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activity remains to be examined. Contrary to a recent observation by Plaisance 
et al. (46), we did not observe an increase in C/EBP expression in MIN6 
cells exposed to high glucose and palmitate. This difference might be due to 
a lower concentration of palmitate and shorter exposure in our study. 
Interestingly, overexpression of the KD hPASK mutant resulted in a marked 
increase in C/EBP expression, which could contribute to the decrease in 
insulin gene expression under these conditions. We hypothesize that under 
our relatively mild conditions of exposure to glucose and palmitate, which are 
not associated with cell death, C/EBP expression is not yet increased, 
whereas under more drastic conditions, such as KD hPASK overexpression 
or longer times in culture with palmitate (46) or glucose (9; 48), C/EBP 
expression is enhanced and contributes to the decrease in insulin gene 
expression and eventual cytotoxicity (46). A similar opposite pattern of 
expression for PDX-1 and C/EBP was also found in islets from animal 
models of type 2 diabetes (48), suggesting that perhaps PASK regulates these 
two transcription factors and, thereby, insulin gene expression under 
conditions of fuel surfeit. As we previously observed (6), the concomitant 
presence of palmitate in culture blocked glucose-induction of MafA mRNA 
expression. However, this effect was prevented neither by ERK1/2 inhibition 
nor by hPASK overexpression, suggesting that it is mediated by another, yet 
to be identified, signalling pathway. We acknowledge that the inherent 
caveats of pharmacological tools and the fact that we have not examined 
transcription factor binding activities limit the interpretation of our findings. 
However, our results suggest that palmitate inhibits insulin gene expression 
by three distinct signalling arms. First, de novo ceramide synthesis from 
palmitate activates ERK1/2, which in turn might affect, directly or indirectly, 
transcription factor binding activity. Second, palmitate inhibits glucose-
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induced PASK expression, which leads to decreased PDX-1 expression and, 
presumably, binding activity. Third, palmitate inhibits glucose-induced MafA 
expression, via mechanisms that do not appear to involve ERK1/2 or PASK.  
In conclusion, we have demonstrated a role for both the ERK1/2 and 
PASK pathways in mediating FA inhibition of glucose-induced insulin gene 
expression in rodent beta cells. These findings uniquely identify PASK as a 
novel mediator of glucolipotoxicity on the insulin gene. Whether or not 
similar mechanisms are operative in human islets remains to be examined. 
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Figure Legends 
Figure 1. Palmitate inhibits preproinsulin pre-mRNA and mRNA levels. 
A- MIN6 cells were cultured for 24h with 2 or 11 mM glucose, ± 0.5 mM 
palmitate. Mature (mINS2) or pre- (mPre-INS2) preproinsulin mRNA levels 
were measured by RT-PCR and normalized by -actin mRNA levels. B - Rat 
islets were cultured for 24h with 2.8 or 16.7 mM glucose ± 0.5 mM palmitate. 
Mature (rINS2) or pre- (rPre-INS2) preproinsulin RNA levels were measured 
by RT-PCR and normalized by cyclophillin mRNA levels. C-Insulin 1, Glut2, 
Glucokinase (GK), and IAPP mRNA as well as IAPP pre-mRNA levels were 
measured by RT-PCR and normalized by cyclophillin mRNA levels. Results 
are expressed as fold increase of the ratio of gene/-actin or cyclophillin 
mRNA over the control value and are mean ± SE of 3 replicate experiments. 
*, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001; NS, not significant. 
Figure 2. Palmitate enhances ERK1/2 and PKB phosphorylation. 
Representative immunoblots of phospho- and total ERK1/2 (A and F) and 
phosphor-Ser473- and total PKB (D and G) in MIN6 cells or rat islets, 
respectively. A- MIN6 cells were exposed for 12h to 2 or 11 mM glucose ± 
0.5 mM palmitate, and phospho- and total ERK1/2 were examined by 
immunoblotting. B, C- Quantitative measurements of ERK1 (B) and ERK2 
(C) phosphorylation after a 12- and 24-h culture. Data are mean ± SE of 4 
replicate experiments and are normalized to control values at 2 mM glucose 
and the same time point. *, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001. D- MIN6 cells 
were exposed for 12h to 2 or 11 mM glucose ± 0.5 mM palmitate, and 
phospho- and total PKB were examined by immunoblotting. E- Quantitative 
measurements of PKB phosphorylation after a 12- or 24-h culture. F- Rat 
islets were exposed for 18h to 2.8 or 16.7 mM glucose ± 0.5 mM palmitate, 
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and phospho- and total ERK1/2 were examined by immunoblotting. Data are 
mean ± SE of 4 replicate experiments and are normalized to the control values 
at 2 mM glucose. **, P<0.01. G- Rat islets were exposed for 18h to 2.8 or 
16.7 mM glucose ± 0.5 mM palmitate, and phospho- and total PKB were 
examined by immunoblotting.  
Figure 3. Inhibition of ERK 1/2 pathway, but not PKB, partially prevents 
palmitate inhibition of insulin gene expression in MIN6 cells and rat 
islets. A- Representative immunoblots of phospho- and total ERK1/2 in MIN6 
cells exposed for 24h to 2 or 11 mM glucose ± 0.5 mM palmitate, in the 
presence or absence of U0126 (10 µM). B- Representative immunoblots of 
phospho- and total PKB in MIN6 cells exposed for 24h to 2 or 11 mM glucose 
± 0.5 mM palmitate, in the presence or absence of LY 294002 (20 M). C- 
Effects of U0126 (10 µM) and LY 294002 (20 µM) on insulin pre-mRNA 
levels in MIN6 cells. Results are expressed as fold increase of the ratio of Pre-
INS2/-actin mRNA over the control value and are mean ± SE of 4 to 7 
replicate experiments. D, E, F- Insulin pre-mRNA levels in rat islets, exposed 
for 24-h to 2.8 mM glucose or 16.7 mM glucose, ± 0.5 mM palmitate, with 0, 
10 or 30 µM U0126 (D); 0, 10 or 50 µM PD98059 (E); or 0 or 20 µM LY 
294002 (F). Results are expressed as fold increase of the ratio of Pre-
INS2/cyclophillin mRNA over control value and are mean ± SE of 8 replicate 
experiments. **, P<0.01; ***, P<0.001. 
Figure 4. Inhibition of insulin gene expression by C2-ceramide is 
prevented by ERK1/2 inhibition. A- Representative immunoblots of 
phospho- and total ERK1/2 in MIN6 cells exposed for 24h to 2 or 11 mM 
glucose ± 50 µM C2-ceramide, in the presence or absence of U0126 (30 µM) 
or PD98059 (50 µM). B- Effects of U0126 (30 µM) on insulin pre-mRNA 
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levels in MIN6 cells. Results are expressed as fold increase of the ratio of Pre-
INS2/-actin mRNA over control value and are mean ± SE of 3 replicate 
experiments. 
Figure 5.Inhibition of ERK1/2 does not prevent palmitate inhibition of 
MafA expression and has no effect on PDX-1 and C/EBP expression. 
MIN6 cells were cultured for 24h with 2 mM or 11 mM glucose, ± 0.5 mM 
palmitate, in the presence or absence of U0126 (30 µM). MafA (A),PDX-1 
(B), and C/EBP(C) mRNA levels were measured by RT-PCR and 
normalized to -actin mRNA. Results are expressed as fold increase of the 
ratio of Gene/-actin mRNA over control value and are mean ± SE of 3 
replicate experiments. **, P<0.01; ***, P<0.001 vs. vehicle. 
Figure 6. Palmitate decreases glucose-induced PAS kinase expression in 
MIN6 cells and rat islets. A- MIN6 cells were cultured for 6h with 2 or 11 
mM glucose ± 0.5 mM palmitate. Results are expressed as fold increase of the 
ratio of mPASK/-actin mRNA over control value and are mean ± SE of 3 
replicate experiments. B- Rat islets were cultured for 6h with 2.8 or 16.7 mM 
± 0.5 mM palmitate. Results are expressed as fold increase of the ratio of 
rPASK/cyclophillin mRNA over control value and are mean ± SE of 3 
replicate experiments. *, P<0.05; ***, P<0.001. C- Representative 
immunoblots for PASK in MIN6 exposed to 2 or 11 mM glucose for 24h ± 
0.5 mM palmitate. D- Quantification of PASK expression in MIN6 cells after 
a 24-h exposure to 2 or 11 mM glucose ± 0.5 mM palmitate. Results are 
expressed as fold increase of the ratio of PASK/p85 protein over control value 
and are mean ± SE of 3 replicate experiments. *, P<0.05; ***, P<0.001. 
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Figure 7. Overexpression of PAS kinase prevents the inhibitory effects of 
palmitate on insulin gene expression. A- Representative hPASK and p85 
immunoblots of control, Adv-Luc-infected, or Adv-hPASK WT-
infectedMIN6 cells cultured for 24h in 2 or 11 mM glucose ± 0.5 mM 
palmitate. B- Insulin pre-mRNA levels. Results are expressed as fold increase 
of the ratio of mPre-INS2/-actin mRNA over control value and are mean ± 
SE of 7 replicate experiments. *, P< 0.05; **, P<0.01. C- Representative 
hPASK and p85 immunoblots of control, Adv-Luc-infected, Adv-hPASK 
WT- or Adv-hPASK KD-infectedrat islets cultured for 24h in the presence of 
16.7 mM glucose + 0.5 mM palmitate. D- Pre-INS2, MafA, PDX-1 and 
C/EBP mRNA levels were measured by RT-PCR and normalized to 
cyclophillin mRNA. Results are expressed as fold increase of the ratio of 
rGene/rCyclophillin mRNA over control value (Adv-Luc) and are mean ± SE 
of 3 replicate experiments. *, P< 0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001. 
Figure 8. PDX-1 protein expression in MIN6 cells overexpressing hPASK 
WT or KD. MIN6 cells were infected with adenoviruses expressing Luc (A-
C), WT hPASK (D-F) or KD hPASK (G-I), and cultured for 24h with 2 mM 
glucose (A, D, G), 11 mM glucose (B, E, H), or 11 mM glucose + palmitate 
(C, F, I). Cells were immunostained for PDX-1 and examined under a 
fluorescence microscope. Images are representative of 3 replicate 
experiments. 
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Supplemental Table 1. Primer sequences for RT-PCR. 
Gene Primers Sequences (5’-3’) 
rINS2 
Fwd: AAGCTCTCTACCTGGTGTGTGG 
Rev: GTAGAGAGAGCAGATGCTGGTG 
Pre-rINS2 
Fwd: AGCGTGGATTCTTCTACACACC 
Rev: AAGGATTCTCACTCCTTCTTGG 
rCyclophillin 
Fwd: CTTGCTGCAGACATGGTCAAC 
Rev: GCCATTATGGCGTGTGAAGTC 
rIAPP 
Fwd: CGCAGGATGGACACTAATGA 
Rev: GCAGTGGCAGCAATAACAGA 
Pre-rIAPP 
Fwd: ATCTGTTATTGCTGCCACTGC 
Rev: AACCACCTCCTTCAGTTCTGG 
rINS1 
Fwd: GCTCTGTACCTGGTGTGTGG 
Rev: GTGCCAAGGTCTGAAGATCC 
rGlucokinase 
Fwd: GGATGCAGAAGGAGATGGACC 
Rev: GTCTCCGACTTCTGAGCCTTC 
rGLUT2 
Fwd: AGCCAGCCTGTGTATGCAACC 
Rev: AGTCCCAGCGACATGAAGACG 
rPASK 
Fwd: ATCTCCTGTGTGGAACTTGTCC 
Rev: TGTGATGGAGTTCTGTCTGTCC 
rMafA 
Fwd: AGCAAGGAGGAGGTGATCC 
Rev: ATCTCCTGCTTGAGGTGGTC 
rPDX-1 
Fwd: GAACCGGAGGAGAATAAGAGG 
Rev: AGTCAAGTTGAGCATCACTGC 
rC/EBP 
Fwd: CAAGCTGAGCGACGAGTACA 
Rev: CAGCTGCTCCACCTTCTTCT 
hPASK 
Fwd: GGAGGATTGTTGGATTGAGG 
Rev: CATCACAAGCTGGAAGAACC 
mINS2 
Fwd: TGGAGGCTCTCTACCTGGTG 
Rev: TCTACAATGCCACGCTTCTG 
Pre-mINS2 
Fwd: TGTGTCCATCCATGACCAGT 
Rev: CAGTGCCAAGGTCTGAAGGT 
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m-actin 
Fwd: CATGGATGACGATATCGCTGC 
Rev: GTACGACCAGAGGCATACAGG 
mPASK 
Fwd: TACTTCCTGCTGCTCCTTGC 
Rev: TCTCTGTGGTCTTGGCATCC 
mMafA 
Fwd:  GTGCTGGAGGATCTGTACTGG 
Rev: ATGGTGGTGATGGTGATGG 
mPDX-1 
Fwd: GGTATAGCCGGAGAGATGC 
Rev: CTGGTCCGTATTGGAACG 
mC/EBP 
Fwd: CAAGCTGAGCGACGAGTACA 
Rev: CAGCTGCTCCACCTTCTTCT 
 
Supplemental Figure 1: Caspase 3 cleavage in MIN6 cells. Representative 
immunoblots for cleaved caspase 3 and the p85 sub-unit of PI3K, as a loading 
control, in MIN6 exposed for 24h to 2 mM glucose, 11 mM glucose ± 0.5 mM 
palmitate, 2 µM thapsigargin, or 200 ng/ml IL-1.  
Supplemental Figure 2. AO/PI staining in islets. Rat islets were exposed 
for 24h to 2.8 mM glucose (A) or 16.7 mM glucose + 0.5 mM palmitate (B). 
Rat islets infected with adenoviruses expressing Luc (C), WT hPASK (D), or 
KD hPASK (E) were cultured for 24h with 16.7 mM glucose + 0.5 mM 
palmitate. (F): Islets were exposed for 4h to 100 µM H2O2. Islets were stained 
with acridine orange (AO; green, viable cells) and propidium iodide (PI; red, 
dead cells) and examined by confocal microscopy. 
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Article 2 Rôle de PAS kinase dans la 
régulation de la stabilité 
protéique de PDX-1. 
Mise en contexte : 
Le facteur de transcription PDX-1 joue un rôle central dans le développement 
du pancréas ainsi que dans la régulation et le maintien de la fonction bêta 
pancréatique. La déficience totale en PDX-1 entraîne une agénésie du 
pancréas chez la souris (194) comme chez l'humain (200). Chez l'humain, les 
mutations hétérozygotes dans le gène de PDX-1 donnant lieu à un défaut 
d'expression de la protéine entraînent un défaut de l'activité du promoteur du 
gène de l'insuline, une diminution de l'expression de la préproinsuline ainsi 
qu'un défaut de la sécrétion d'insuline et prédispose les individus porteurs au 
diabète de type MODY (69,203,204). Les souris hétérozygotes pour la 
déficience en PDX-1 ont également un défaut dans la fonction bêta 
pancréatique (195,197). Enfin, les études effectuées sur les souris déficientes 
en PDX-1 de façon conditionnelle ont clairement démontré l'importance du 
maintien des niveaux normaux en PDX-1 lors du développement 
embryonnaire ainsi que dans le maintien de la fonction bêta pancréatique à 
l'âge adulte (367,368). Ainsi, l'homéostasie du glucose est sensible aux 
niveaux d'expression de PDX-1.  
 
La phosphorylation de PDX-1 est régulée par le glucose. Elle joue un rôle 
important dans sa translocation nucléaire (243), son activité de liaison au 
promoteur du gène de l'insuline (146,244) ainsi que son potentiel de 
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transactivation du promoteur du gène de l'insuline (218,369). La 
phosphorylation joue également un rôle crucial dans la régulation de 
l'expression et la stabilité de PDX-1. En effet, il a été montré que la protéine 
kinase GSK3phosphoryle PDX-1 sur le résidu Ser268 (246), ce qui entraîne 
sa dégradation par le complexe du protéasome (245,246). En réponse au 
glucose, la protéine kinase Akt phosphoryle et inactive GSK3, ce qui 
diminue la phosphorylation de PDX-1 sur résidus sérine et prévient donc sa 
dégradation (245,246). 
 
Les travaux publiés dans l'article 1 cité plus haut dans le cadre de cette thèse 
ont permis de montrer que la surexpression de la forme sauvage de PASK 
dans les cellules bêta pancréatiques mime les effets du glucose sur 
l'expression du gène de l'insuline ainsi que sur l'expression de PDX-1 et 
prévient les effets délétères du palmitate (176). La surexpression de la forme 
inactive de PASK dans ces cellules bloque l'induction de l'expression du gène 
de l'insuline et de PDX-1 par le glucose. Ainsi, ces observations suggèrent un 
rôle important de PASK dans la régulation de l'expression de PDX-1.  
 
L'objectif de ce second volet de la thèse est d’identifier les mécanismes par 
lesquels PASK module l’expression de PDX-1. Plus spécifiquement, cette 
étude vise à : 
1. Examiner l’effet du glucose et de PASK sur la phosphorylation de 
PDX-1. 
2. Déterminer l’implication de GSK3 dans les mécanismes de 
régulation de l’expression et de la stabilité de PDX-1 par PASK. 
3. Étudier le rôle de PASK dans la régulation de la translocation sub-
cellulaire de PDX-1. 
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Background: The enzymePASK regulates the expression of PDX-1 and insulin in 
pancreatic beta cells via unknown mechanisms. 
Results: PASK enhances PDX-1 protein stability via phosphorylation of GSK3onSer9. 
Conclusion: PASK regulates insulin gene expression at least in part through inactivation 
of GSK3 and stabilization of PDX-1 protein. 
Significance: We identified GSK3 as a novel target of PASK in the regulation of 
pancreatic beta-cell function. 
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SUMMARY 
In pancreatic  cells, glucose induces the binding of the transcription factor 
pancreatic duodenal homeobox-1 (PDX-1) to the insulin gene promoter to activate 
insulin gene transcription. At low glucose levels, glycogen synthase kinase 3 beta 
(GSK3 is known to phosphorylate PDX-1 on C-terminal serine residues, which 
triggers PDX-1 proteasomal degradation. We previously showed that the 
serine/threonine Per-ARNT-Sim domain-containing kinase (PASK) regulates insulin 
gene transcription via PDX-1. However, the mechanisms underlying this regulation 
are unknown. In this study, we aimed to identify the role of PASK in the regulation 
of PDX-1 phosphorylation, protein expression and stability in insulin secreting cells 
and isolated rodent islets of Langerhans. We observed that glucose induces a decrease 
in overall PDX-1 serine phosphorylation, and that overexpression of wild-type PASK 
mimics this effect. In vitro, PASK directly phosphorylates GSK3 on its inactivating 
phosphorylation site Ser9. Overexpression of a kinase-dead (KD), dominant-negative 
version of PASK blocks glucose-induced Ser9 phosphorylation of GSK3. 
Accordingly, GSK3 Ser9 phosphorylation is reduced in islets from pask-null mice. 
Overexpression of wild-type (WT) PASK or KD GSK3protects PDX-1 from 
degradation and results in increased PDX-1 protein abundance. Conversely, 
overexpression of KD PASK blocks glucose-induction of PDX-1 protein. We conclude 
that PASK phosphorylates and inactivates GSK3, thereby preventing PDX-1 serine 
phosphorylation and alleviating GSK3-mediatedPDX-1 protein degradation in 
pancreatic  cells. 
 
The production and secretion of insulin by the pancreatic  cell is an exquisitely regulated 
process ensuring the maintenance of circulating glucose levels within a narrow 
physiological range despite large variations in energy intake and expenditure throughout 
the day. Dysregulation of this process leads to diabetes, a disease affecting over 370 M 
people worldwide. The major regulator of -cell function is glucose, which coordinately 
stimulates transcription of the insulin gene; splicing, stability and translation of the insulin 
mRNA; processing of proinsulin into mature insulin; and insulin secretion (1). 
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Transcription of the insulin gene is controlled by a highly complex network of transcription 
factors, amongst which pancreatic duodenal homeobox-1 (PDX-1) plays a critical role. 
PDX-1 is essential for pancreas development and -cell function in mice (2) and humans 
(3). Glucose stimulates several aspects of PDX-1 expression and function, including 
nuclear translocation (4,5), binding to the A boxes on the insulin promoter region (6), 
transactivation potential (7), and protein stability (8). However, the precise mechanisms by 
which glucose regulates PDX-1 are largely unknown and still debated. In particular, the 
functional importance of glucose-stimulated PDX-1 phosphorylation is unclear. While 
some studies reported a stimulatory effect of PDX-1 phosphorylation (9-12), others have 
come to opposite conclusions (8,13-16). These discrepancies are partly due to the fact that 
specific phosphorylated residues are likely to have different functional effects. Indeed, 
phosphorylation of N-terminal serine residues such as Ser62 and Ser66 was reported to 
correlate with PDX-1 activation (12), whereas phosphorylation of C-terminal Ser268 and 
Ser272 by glycogen synthase kinase-3 beta (GSK3) triggers PDX-1 protein degradation 
(8).   
The Per-ARNT-Sim domain-containing kinase (PASK) is a nutrient-responsive 
serine/threonine protein kinase highly conserved from yeast to humans (17-21). In 
mammals, PASK regulates glycogen synthase (22) and is required for normal cellular 
energy homeostasis (22). Glucose induces PASK gene and protein expression in both 
isolated rat islets and insulin-secreting MIN6 cells (23,24). At basal glucose levels, 
overexpression of wild-type (WT) PASK increased both insulin and PDX-1 expression, 
whereas overexpression of a kinase-dead (KD) mutant of PASK acting as a dominant-
negative blocked glucose-induced insulin gene expression as well as PDX-1 protein 
expression (23,24), suggesting that PASK regulates the insulin gene via PDX-1. However, 
how PASK modulates PDX-1 activity is unknown. PASK being a serine/threonine kinase, 
we envisioned two possibilities: either PASK directly phosphorylates PDX-1 at a positive 
regulatory site; or it alleviates a negative regulation by phosphorylating another kinase such 
as GSK3. This study was aimed to test these possibilities by examining the role of PASK 
in the phosphorylation, stability and protein abundance of PDX-1 in pancreatic  cells. 
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EXPERIMENTAL PROCEDURES 
Reagents, plasmids and adenoviruses Hyclone Dulbecco’s modified Eagles’s medium 
(DMEM) was from (ThermoFisher Scientific, Ontario, CA). RPMI-1640 and FBS were 
from Invitrogen (Burlington, ON). Cycloheximide was from Sigma (St. Louis, MO). 
Adenoviruses encoding for luciferase, wild-type (WT) human (h)PASK and kinase-dead 
(KD) hPASK were generated and purified as described (23,25). Empty vector (EV), WT 
hPASK and KD hPASK plasmids as well as pcDNA3.1-PDX-1-cMyc plasmid were from 
Dr. Guy Rutter (Imperial College London, London, United Kingdom, (26)). The 
pcDNA3.1-GFP plasmid was from Dr. Marc Prentki (Montreal Diabetes Research Center, 
CRCHUM, Montreal, QC, Canada). WT and KD GSK3 constructs were from Addgene 
(Cambridge, MA). 
 
Cell culture, infection and transfectionMIN6 cells (passage 28–31; obtained from Dr. 
Guy Rutter, Imperial College London, United Kingdom) were maintained in Hyclone 
DMEM containing 25 mM glucose and supplemented with 15 % BGS and 0.005 % -
mercaptoethanol. Cells were infected overnight with adenoviruses encoding for Luciferase, 
WT PASK or KD PASK at 100 multiplicities of infection / cell. HIT-T15 cells (passages 
74–86; obtained from R. Paul Robertson, Pacific Northwest Diabetes Research Institute, 
Seattle, WA, USA) were maintained in RPMI-1640 containing 11.1 mM glucose and 
supplemented with 10 % FBS. Transfections were performed using Lipofectamine 2000 
(Invitrogen) as per manufacturer’s instructions. Glucose stimulation in MIN6 cells was 
performed as previously reported (24). Following HIT-T15 transfection, medium was 
changed to 1 mM glucose for 24 h and to 0.1 mM glucose 0.5 % BSA for an additional 2 
h after which cells were stimulated in 0.1 mM or 5 mM glucose. 
 
Animals– All procedures were approved by the Institutional Committee for the Protection 
of Animals at the Centre Hospitalier de l’Université de Montréal. Animals were housed on 
a 12-h light/dark cycle with free access to water and standard laboratory chow. For arterial 
delivery of adenoviral vectors, 250–275g male Wistar rats (Charles River, St.-Constant, 
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QC) were anesthetized and subjected to laparotomy. After ligation of the portal vein, the 
superior aorta, and the hepatic, mesenteric, and right and left renal arteries, adenoviruses 
encoding for either Luciferase, WT hPASK or KD hPASK were injected in the celiac trunk 
of the inferior aorta as described (24). Islets were isolated and recovered overnight. They 
were precultured for 16 h at 2.8 mM glucose and then exposed to 2.8 or 16.7 mM glucose 
for 24h.WT and pask-null mice were purchased from The Jackson Laboratories (Bar 
Harbor, ME). At 8-12 weeks of age, pancreatic islets were isolated and recovered overnight 
as previously described (27). 
 
Western blotting Protein extraction and Western blotting were performed as previously 
described (28). Membranes were blotted against pSer9 GSK3β (Santa Cruz Biotechnology, 
CA, USA or Cell Signaling Technologies) or total GSK3β (Santa Cruz Biotechnology, CA, 
USA), human PASK (Sigma), PDX-1 (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY) or the 
p85 subunit of PI3K (New England Biolabs) as indicated in RESULTS. The density of protein 
bands was quantified using ImageJ software (NIH, USA).  
 
Cycloheximide treatment 100 g/ml cycloheximide (Sigma) were added to the culture 
medium 24 h following transfection for 6 h. Proteins were then extracted and subjected to 
Western blotting as described above. 
 
ImmunoprecipitationMIN6 cells were lysed in sodium orthovanadate (NaOV) buffer (100 
mM NaCl, 50 mM Tris, 5 mM EDTA, 1 mM NaOV, 1 % NP-40) with a complete 
complement of protease and phosphatase inhibitors. Total protein extracts were 
immunoprecipitated using Protein A/G PLUS-Agarose (Santa Cruz Biotechnology, CA, 
USA) and an anti-rabbit PDX-1 antibody (Upstate Biotechnology). Immunoblots were 
probed with an anti-goat PDX-1 (R&D system, Burlington, CA) or an anti-mouse pSer 
(Assaydesigns, Exeter, UK). 
 
PDX- immunostainingMIN6 cells were seeded on poly-L-lysine-coated (Sigma) 
coverslips and infected overnight with adenoviruses encoding for Luciferase, WT PASK 
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or KD PASK as described above. Following glucose stimulation, cells were fixed and 
permeabilized with 3.7 % formaldehyde and 0.2 % Triton X-100. Cells were incubated 
with PDX-1 or hPASK antibodies followed by Alexa Fluor® 488 and Alexa Fluor® 546 
(Life Technologies, Burlington, ON) fluorophore-conjugated secondary antibodies, 
respectively. Cells were mounted on coverslips with VectaSheild mounting media 
(VectorLab) with DAPI for nuclei detection. Images were acquired using a EE (40) and 
Zen Imaging Software. Fluorescence was quantified using ImageJ software.  
 
GSK3 in vitro phosphorylation HepG2 cells expressing PASK-HA-FLAG were 
harvested and PASK was purified using anti-FLAG M2 affinity gel (Sigma). PASK-HA-
FLAG was eluted using a 3X FLAG peptide. 7 l of purified PASK-HA-FLAG was 
incubated -/+ 8 l His-GSK3 (Abcam) in 50 mM Hepes buffer, pH 7.4 with 50 M 32P-
ATP, 5 mM MgCl2. The reaction was incubated for 30 minutes at 30C and was terminated 
by the addition of 4x Laemmli buffer. Samples were heated at 95C for 5 minutes and run 
on a 10 % SDS-PAGE gel at 100 V for 20 minutes followed by 200 V for 50 minutes. The 
gel was washed in ddH2O for 15 minutes, stained with GelCode Blue (Thermo Scientific) 
for 1 h and destained overnight with ddH2O. The destained gel was visualized and subjected 
to autoradiography. Bands were excised and 32P incorporation was measured by 
scintillation counting. For Ser9 phosphorylation, 150 ng of purified GSK3 (Sigma) were 
added in the final kinase reaction volume of 30 l containing either no PASK, ~10ng or 
~100ng Flag-tag PASK purified from 293T cells by Flag affinity column. The kinase 
reaction was performed for 30 min at 30C. The reactions were stopped by adding SDS 
buffer. Western blots were performed using anti p-Ser9 GSK3, total GSK3 (Cell 
Signaling Technologies), or FLAG M2 (Sigma) antibodies. 
 
StatisticsData are expressed as mean ± SEM. Significance was tested using Student's 
paired t test, one-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test or two-way 
ANOVA with Bonferroni post hoc adjustment for multiple comparisons, as appropriate, 
using GraphPad Instat (GraphPad Software, San Diego, CA). A value of p< 0.05 was 
considered significant. 
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RESULTS 
High glucose and overexpression of WT PASK decrease PDX-1 serine phosphorylation in 
MIN6 cells. To first assess the phosphorylation state of PDX-1 in response to glucose 
stimulation, MIN6 cells were exposed to 2 or 11 mM glucose for 24 h. PDX-1 was then 
immunoprecipitated from total protein extracts and tested for serine phosphorylation by 
Western blot. As shown in Fig. 1, glucose significantly decreased PDX-1 serine 
phosphorylation (p0.01; Fig. 1A&B). In contrast, glucose had no detectable effect on 
threonine phosphorylation (data not shown). To test a potential role for PASK on PDX-1 
serine phosphorylation, MIN6 cells were infected with adenoviruses encoding WT hPASK 
or Luciferase (Luc) as a control and exposed to 2 or 11 mM glucose for 24 h. 
Immunoprecipitation of total PDX-1 protein followed by Western blot analysis revealed a 
significant decrease in PDX-1 serine phosphorylation at low glucose in MIN6 cells 
overexpressing WT hPASK (p0.05; Fig. 1C&D). Thus, PASK mimics the effect of high 
glucose on PDX-1 serine phosphorylation. Since PASK is a serine/threonine kinase, these 
observations suggest that it might indirectly lead to a decrease in PDX-1 serine 
phosphorylation by phosphorylating and inactivating another kinase which, itself, would 
phosphorylate PDX-1 on serine residues. A candidate for this is GSK3, which is 
inactivated by phosphorylation at Ser9 in response to glucose (29,30). When GSK3 is 
active (dephosphorylated), it increases PDX-1 serine phosphorylation at C-terminal 
residues (8) and induces its proteasomal degradation (8,14,15). 
 
PASK phosphorylates GSK3 at Ser9 in vitro. The amino-acid sequence surrounding Ser9 
of GSK3 (RPRTTS) matches the consensus sequence for PASK substrate 
phosphorylation (31). To test whether PASK can directly phosphorylate GSK3, we 
incubated His-GSK3 recombinant protein with purified WT or KD hPASK in the 
presence of 32P-ATP. The reaction product was run on SDS-PAGE and first stained with 
Coomassie Blue for protein quantification (Fig. 2A, lower panel), subjected to 
autoradiography (Fig. 2A, upper panel) and quantified (Fig. 2B). Incubation of 
recombinant GSK3with WT hPASK, but not with KD hPASK, induced a large increase 
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in 32P incorporation into GSK3 (p<0.05; Fig. 2B). Moreover, incubation of GSK3with 
increasing amounts of PASK dose-dependently enhanced phosphorylation of GSK3 at 
Ser9 (Fig. 2C). These results indicate that PASK can directly phosphorylate GSK3 at 
Ser9in vitro.  
 
Inactivation of PASK blocks glucose-induced Ser9GSK3 phosphorylation in islets. To 
confirm the effect of PASK on GSK3 Ser9 phosphorylation in  cells, we overexpressed 
plasmids or adenoviruses encoding WT hPASK or a KD hPASK acting as a dominant-
negative (25) in HIT-T15 cells exposed to 0.1, 1.5 or 5 mM glucose or in isolated rat islets 
exposed to 2.8 or 16.7 mM glucose, respectively, for 24 h (Fig. 3A-D). As expected, 
glucose significantly increased Ser9GSK3 in HIT-T15 cells (Fig. 3A&B) and islets (Fig. 
3C&D) overexpressing the control vector. Overexpression of WT hPASK tended to 
increase Ser9GSK3 at 0.1 mM glucose, such that the effect of higher glucose 
concentrations was no longer significant (Fig. 3A&B). Overexpression of KD hPASK 
completely blocked glucose-induced Ser9GSK3 phosphorylation both in HIT-T15 cells 
(Fig. 3A&B) and islets (Fig. 3C&D). In contrast, overexpression of KD hPASK did not 
affect ERK1/2 phosphorylation in isolated rat islets (data not shown). Consistent with these 
results, GSK3 Ser9 phosphorylation was significantly reduced in islets isolated from pask-
null mice (Fig. 3E&F).Taken together, our results identify GSK3 as a novel PASK 
substrate in pancreatic  cells and reveal a critical role for PASK in glucose-induced 
Ser9GSK3phosphorylation. 
 
Overexpression of WT hPASK increases PDX-1 protein stability via GSK3in MIN6 cells 
and isolated rat islets. GSK3 regulates PDX-1 protein degradation through 
phosphorylation at Ser268 and Ser272(8). To investigate whether PASK affects PDX-1 
protein stability, MIN6 cells and isolated rat islets were respectively transfected or infected 
with adenoviruses encoding WT hPASK or KD hPASK, and exposed to 100 g/ml of 
cycloheximide for 6 h, after which PDX-1 protein levels were measured by Western blot 
(Fig. 4A-D). While cells overexpressing EV showed an approximately 50% decrease in 
PDX-1 protein levels upon cycloheximide treatment, this decrease was completely 
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prevented in cells overexpressing WT hPASK, but not in cells overexpressing KD hPASK 
(Fig. 4A&B). Similarly, adenoviral overexpression of WT hPASK, but not that of KD 
hPASK, prevented the decrease in PDX-1 protein levels in islets treated with 
cycloheximide (Fig. 4C&D). These results indicate that PASK regulates PDX-1 protein 
stability. To determine whether GSK3 is implicated in this effect, we co-expressed both 
KD PASK and KD GSK3 in MIN6 cells exposed to cycloheximide as described above. 
As shown in Fig. 4E&F, co-expression of KD GSK3 prevented PDX-1 protein 
degradation in cells overexpressing KD hPASK, indicating that the regulation of PDX-1 
stability by PASK requires GSK3. 
 
PASK regulates PDX-1 protein abundance. To confirm the effect of PASK on PDX-1 
protein abundance, MIN6 cells were infected with adenoviruses encoding for Luciferase, 
WT hPASK or KD hPASK and exposed to 0.5 or 16 mM glucose for 24 h. At low glucose 
levels, PDX- immunostaining was detected exclusively in the nucleus as it colocalizes with 
DAPI (Fig.5A, panels a-d). As expected, glucose induced an increase in PDX-1 protein 
abundance in control cells (Fig. 5A, panel e vs, a and Fig. 5B, p). At low glucose, 
PDX-1 protein level was significantly enhanced in MIN6 cells overexpressing WT PASK 
(Fig. 5A, panel i vs. a and Fig. 5B, p). This increase was not further enhanced by 16 
mM glucose (Fig. 5A, panel m vs i and Fig. 5B, NS). In contrast, KD PASK overexpression 
blocked glucose-induced PDX-1 protein level (Fig. 5A, panel u vs. q and Fig. 5B, p 
 
 
DISCUSSION 
In this study, we aimed to identify the mechanisms by which PASK regulates PDX-1 in the 
pancreatic  cell. We found that PASK directly phosphorylates GSK3 on Ser9, prevents 
GSK3-mediated PDX-1 serine phosphorylation, and increases PDX-1 protein stability 
and abundance (Fig. 6). 
 
PASK is an evolutionary conserved, nutrient-responsive serine/threonine kinase 
(17,21,32). In Saccharomyces cerevisiae, the PASK orthologs Psk1 and Psk2 regulate the 
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partitioning of glucose between storage as glycogen or utilization (33). In mammalian cells, 
PASK is responsive to the nutrient environment (23) and regulates several signaling 
pathways involved in the maintenance of energy homeostasis (32), including glycogen 
synthesis in the liver by direct phosphorylation of glycogen synthase at Ser640(22). The 
precise mechanisms by which PASK detects changes in intracellular nutrient 
concentrations are unknown, but most likely involve the binding of a nutrient-derived small 
molecule to the N-terminal PAS domain which induces a conformational change and 
unmasks the kinase domain of the protein (32). In pancreatic  cells, PASK expression and 
activity are stimulated by glucose and mediate glucose regulation of insulin gene 
expression via PDX-1 (23,24). Overexpression of WT PASK induces insulin promoter 
activity, while a dominant-negative mutant blocks glucose stimulation of the insulin 
promoter (23). We observed that pask-null mice are hypoinsulinemic and display impaired 
glucose-induced insulin secretion from isolated islets (17), although these findings were 
not confirmed in another study (34). Importantly however, PASK mRNA levels are 
reduced and are no longer responsive to glucose in islets from type 2 diabetic humans (35). 
Recently, we have identified two rare mutations in the pask gene associated with early-
onset diabetes (36). One of these induced an approximately 2-fold increase in PASK 
activity and its expression in islets increased basal insulin secretion and gene expression, 
supporting an important role for PASK in human -cell function.  
 
In response to changing glucose levels, PDX-1 undergoes a number of post-translational 
modifications that modulate its stability, sub-cellular localization and binding to the insulin 
gene promoter. These include phosphorylation (4,8,9,12-14,16,37-42), SUMOylation (43) 
and O-GlcNAcylation (44,45). SUMOylation of PDX-1 increases its nuclear localization 
as well as its protein stability and is correlated with an increase in insulin promoter activity 
(43). PDX-1 contains at least two sites of O-GlcNAcylation that increase its DNA binding-
activity (44,45). PDX-1 can be phosphorylated on multiple residues, but the functional role 
of these specific phosphorylation sites remains poorly understood. In fact, although 
phosphorylation of PDX-1 in response to glucose was initially proposed to regulate its 
nuclear translocation, more recent studies have shown that the effects on PDX-1 function 
depend on the phosphorylated residues. Phosphorylation downstream of the mitogen-
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activated protein kinase p38 and phosphatidylinositol 3 kinase was shown to stimulate 
PDX-1 nuclear localization (4,9) whereas phosphorylation on Ser269 by homeodomain 
interacting protein kinase 2 (HIPK2) has been shown to lead to nuclear exclusion (37). 
Phosphorylation of Thr152 by PASK has also been reported (16), although whether this 
occurs in vivo remains to be demonstrated. In this study, we were not able to detect a 
significant effect of glucose on Thr phosphorylation of immunoprecipitated PDX-1 (data 
not shown). Phosphorylation also regulates PDX-1 DNA binding activity (39,41) as well 
as its interaction with transcriptional co-factors (42,46). Finally, phosphorylation has also 
been shown to regulate PDX-1 stability ((8,14); see below). 
 
Our results confirm a significant decrease in the overall serine phosphorylation of PDX-1 
in response to glucose stimulation, in agreement with a previous study (8). The inverse 
relationship between the increase in PDX-1 protein levels and its degree of serine 
phosphorylation suggests that phosphorylation at specific serine residues is associated with 
degradation of the protein (8,14). Indeed, Humphrey et al. (8) have shown that GSK3 
phosphorylation of PDX-1 at C-terminal Ser268 targets the protein for proteasomal 
degradation, and that glucose alleviates GSK3-mediated degradation of PDX-1 via 
inactivation of GSK3 by the Ser/Thr protein kinase Akt. Consistent with this, PDX-1 
protein expression is reduced in pancreatic  cells overexpressing GSK3(8,15) and, 
conversely, is increased upon loss of GSK3(47) or Akt overexpression (8). An et al. (37) 
have come to opposite conclusions regarding Ser269 (corresponding to Ser268 in humans, as 
in the Humphrey et al. study (8)). Even though glucose decreased its phosphorylation, 
neither PDX-1 stability nor its transactivation potential were affected, suggesting that 
GSK3 and/or HIPK2 target more than one site which would explain the difference in the 
observed effects. In the present study we identified an additional mechanism by which 
glucose stabilizes PDX-1, namely via phosphorylation of GSK3 by PASK. Although we 
cannot unequivocally conclude from our data that direct phosphorylation of Ser9 
GSK3mediates PASK stabilization of PDX-1, this possibility is highly likely considering 
our observations that PASK directly phosphorylates GSK3in vitro and that 
overexpression of PASK mimics the effects of glucose on PDX-1 serine phosphorylation. 
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The increase of GSK3Ser9 phosphorylation at basal glucose in response to WT PASK 
overexpression was not statistically significant, suggesting that this event might be 
necessary but not sufficient for the full effect of glucose on GSK3Ser9 phosphorylation. 
A role for PASK in this process is supported by our finding in islets isolated from pask-
null mice where GSK3Ser9 phosphorylation is significantly reduced. This does not 
exclude the possibility that PASK might also phosphorylate GSK3 at additional other 
residues. Nevertheless, our data strongly suggest that PASK inactivates GSK3 since 
phosphorylation at Ser9 is a well-known inactivating regulation (29,30). Boucher et al. (14) 
showed that GSK3 can also phosphorylate PDX-1 on Ser61 and Ser66, which leads to its 
degradation in conditions of oxidative stress. In contrast, Khoo et al. (12) observed that 
ERK1/2 phosphorylates PDX-1 in vitro on Ser61 and Ser66 residues, leading to an increase 
in insulin promoter activity. The apparent discrepancy between these studies may be 
explained by the fact that Boucher et al. (14) examined endogenous PDX-1 
phosphorylation whereas Khoo et al. (12) used an in vitro approach. Clearly, further studies 
are required to better understand the mechanisms and functional impact of Ser61 and Ser66 
phosphorylation of PDX-1, and to determine whether PASK and ERK1/2 act through 
different mechanisms to modulate PDX-1 and insulin gene expression.  
 
Previously we have shown that overexpression of WT hPASK increases PDX-1 protein 
levels at low glucose and that overexpression of KD hPASK blocks the glucose effect (24). 
By performing a cycloheximide chase experiment, here we found that PDX-1 protein 
stability was enhanced in MIN6 cells overexpressing WT hPASK but not the KD form in 
both MIN6 cells and isolated rat islets. Consistent with previous data (24,26), 
overexpression of WT hPASK did not affect PDX-1 mRNA expression (data not shown), 
consistent with a mainly post-translational effect. Importantly, overexpression of KD 
GSK3 blocked PDX-1 degradation in cells overexpressing KD PASK, thus demonstrating 
the requirement for GSK3in PASK regulation of PDX-1 stability. 
 
Although glucose-induced nuclear translocation of PDX-1 had been reported by subcellular 
fractionation (4) or with an exogenously expressed protein (5,9,16,37,38), fewer studies 
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have been able to demonstrate similar subcellular redistribution of endogenous PDX-1 by 
immunohistochemistry (9,38). In our experiments PDX-1 was predominantly expressed in 
the nucleus of MIN6 cells even at low glucose levels. Consistent with our previous findings 
(24), overexpression of WT PASK dramatically increased PDX-1 protein abundance at low 
glucose levels, while overexpression of KD PASK blocked glucose-induced PDX-1 protein 
abundance. Although we cannot exclude a potential effect of glucose or PASK on PDX-1 
subcellular localization, our results suggest that regulation of protein stability and 
abundance is predominant in this system.  
 
In conclusion, we have demonstrated a novel role for PASK in modulating PDX-1 protein 
stability, identifying GSK3 as a new PASK target in the maintenance of pancreatic -cell 
function. These observations suggest that PASK could potentially be targeted 
therapeutically to enhance PDX-1 expression and activity and thereby improve pancreatic 
-cell function in type 2 diabetes. 
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FIGURE LEGENDS  
 
Figure 1: Glucose and WT hPASK reduce PDX-1 Ser phosphorylation. 
Control MIN6 cells (A, B) or MIN6 cells infected with adenoviruses encoding 
  
 
 
130 
for either luciferase or WT hPASK (WT) (C, D) were exposed to 2 or 11 mM 
glucose for 24h. Total protein extracts were immunoprecipitated (IP) with 
anti-PDX-1 antibody and A/G agarose beads. Pellet was subjected to Western 
blotting (Blot) using antiphosphoserine (p-Ser) antibody. An anti PDX-1 
antibody was used to control for loading. Overexpression of hPASK was 
confirmed by Western blotting of total protein extracts (Lysate) with an anti 
hPASK antibody. An antibody against the p85 subunit of PI3K was used to 
control for loading. A, C: Representative immunoblots. B, D: Quantification 
of 3 - 5 replicate experiments. Results are expressed as mean ± SEM. **P ≤ 
0.05. 
 
Figure 2: PASK directly phosphorylate GSK3 on Ser9 in vitro. A: 
Purified WT or KD PASK was incubated with recombinant GSK3 and 32P-
ATP as described in RESULTS. The reaction product was run on a SDS-PAGE 
gel and stained with GelCode Blue for protein loading control (bottom panel) 
then subjected to autoradiography (upper panel). B: Quantification of GSK3 
phosphoyrlation. Bands were excised and 32P incorporation was measured by 
liquid scintillation counting. Results are expressed as mean ± SEM of 3 
replicate experiments. *P ≤ 0.05. The dashed bar represents the control 
condition, without WT PASK (-WT), corresponding to lane 2 in A. + 
hPASK.WT, - hPASK.KD and +hPASK.KD correspond to lanes 3, 5 and 6, 
respectively. C: Purified GSK3 was incubated with increasing amount of 
PASK as described in METHODS. The reaction product was subjected to 
Western blotting using anti FLAG or p-Ser9GSK3 antibody. An anti total 
GSK3antibody was used to control for loading.    
 
  
 
 
131 
Figure 3: Inactivation of PASK blocks glucose-induced GSK3 Ser9 
phosphorylation in HIT-T15 cells, isolated rat islets and pask-null mice. 
A and B:HIT-T15 cells were transfected with an empty vector (EV), WT 
hPASK or KD hPASK expressing plasmids and exposed to 0.1, 1.5 or 5 mM 
glucose for 24 h. C and D: Rat pancreases were infected by arterial delivery 
as described in EXPERIMENTAL PROCEDURESwith adenoviruses encoding 
either luciferase (Luc) or KD hPASK. Islets were isolated and cultured at 2.8 
or 16.7 mM glucose for 24 h. E and F: Islets were isolated from WT or pask-
null mice and cultured at 16.7 mM glucose for 2h. A, C and E: Representative 
immunoblots. Total protein extracts were subjected to Western blotting for 
hPASK (for arterial delivery efficiency), p-Ser9GSK3 or total GSK3to 
control for loading.Lanes 1 and 2 in E show representative samples from two 
out of four independent experiments. B, D and F: Quantification of 3-4 
replicate experiments. Results are expressed as mean ± SEM. *P ≤ 0.05. 
 
Figure 4: PDX-1 protein stability is increased by overexpression of WT 
hPASK or KD GSK3 in MIN6 cells and isolated rat islets. MIN6 cells 
were transfected with plasmids encoding either empty vector (EV), WT 
hPASK, KD hPASK (A and B) or KD GSK3(E and F). Isolated rat islets 
were infected with adenoviruses encoding luciferase, WT PASK or KD PASK 
(C and D). MIN6 cells and isolated rat islets were exposed to 100 g/mL 
cycloheximide for 6 h. A, C and E: Representative immunoblots. Total protein 
extracts were subjected to Western blotting with antibodies against PDX-1, or 
the p85 subunit of PI3K as a loading control. B, D and F: Quantification of 3-
6 replicate experiments. Results are expressed as mean ± SEM. *P ≤ 0.05. 
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Figure 5: PASK enhances PDX-1 protein abundance. A: MIN6 cells were 
infected with adenoviruses encoding Luciferase, WT hPASK or KD hPASK 
and exposed to 0.5 or 16 mM glucose for 6h. PDX-1 (a, e, i, m, q and u) and 
PASK (c, g, k, o, s and w) were visualized by fluorescence microscopy (X40). 
Nuclei were stained using DAPI (b, f, j, n, r and v). B: Quantification of 3 
replicate experiments. Results are expressed as mean ± SEM. **P ≤ 0.01, 
***P ≤ 0.001. 
 
 
Figure 6: A model for PASK regulation of PDX-1 protein stability 
through inactivation of GSK3. In pancreatic  cells, glucose increases 
PASK expression and activity. PASK phosphorylates and inactivates GSK3, 
alleviating PDX-1 serine phosphorylation and preventing its degradation. 
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Figure 5 
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Figure 6 
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Article 3 Régulation de la localisation sub-
cellulaire de PDX-1 par le 
glucose. 
Mise en contexte : 
Le facteur de transcription PDX-1 contient dans son motif homéodomaine une 
séquence de localisation nucléaire, RRMKWKK, nécessaire et suffisante à sa 
translocation dans le noyau en réponse à une stimulation au glucose (241). La 
régulation de la translocation nucléaire de PDX-1 est critique, car elle est 
affectée dans des conditions de stress métabolique. Chez l’humain, le diabète 
entraîne l’exclusion de PDX-1 du noyau des cellules bêta pancréatiques 
(282,370). Ceci est également observé dans plusieurs modèles animaux 
incluant les souris exposées à une diète riche en gras (282,371), les souris 
db/db (282) ainsi que les rats infusés avec du glucose et de l’Intralipide (180). 
L’exclusion nucléaire de PDX-1 a également été démontrée in vitro dans des 
conditions de glucolipotoxicité (179,274,372) ainsi qu’en réponse au stress 
oxydatif (268,370). Dans d’autres études, PDX-1 a été détecté à la périphérie 
nucléaire des cellules bêta pancréatiques. Dans ces cas, la translocation de 
PDX-1 est intranucléaire et se fait de la périphérie vers le nucléosome en 
réponse au glucose (218,247,251,262). Enfin, un troisième groupe 
d’observation suggère qu’au contraire, la localisation nucléaire de PDX-1 est 
indépendante du glucose (241,249). Ces données sont basées sur différents 
modèles expérimentaux, incluant la surexpression de formes exogènes de 
PDX-1. L’objectif de cette troisième partie de la thèse est d’examiner et de 
comparer la localisation sub-cellulaire de PDX-1 dans les îlots isolés de rats 
et les lignées de cellules bêta pancréatiques MIN6 et HIT-T15.  
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Abstract 
The transcription factor pancreatic and duodenal homeobox 1 (PDX-1) plays 
a major role in the development and function of pancreatic cells and its 
mutation results in Type 2 diabetes. In adult cells, glucose promotes insulin 
gene transcription, by regulating PDX-1 expression, stability and activity. 
Glucose is also thought to modulate PDX-1 nuclear translocation but in vitro 
studies using cell lines and endogenous or ectopically expressed PDX-1 
have led to conflicting conclusions. In this study, we show that cytoplasmic 
to nuclear translocation of endogenous PDX-1 is increased in response to 
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glucose in dispersed rat islets but not in either of the pancreatic cell lines 
MIN6 or HIT-T15. Interestingly, however, we found that a PDX-1-GFP 
fusion protein can shuttle from the cytoplasm to the nucleus in response to 
glucose stimulation in HIT-T15 cells. Taken together with previous ex vivo 
and in vivo studies, our results suggest that the regulation of endogenous 
PDX-1 sub-cellular localization by glucose is physiologically important and 
that care should be taken when interpreting data from cell lines. 
 
Introduction 
Worldwide prevalence of type 2 diabetes (T2D) has reached epidemic 
proportions as a result of abundant nutrient supply along with reduced 
physical activity. T2D is characterized by fasting hyperglycemia which 
results from an insufficient supply of insulin from pancreatic cells to 
overcome peripheral insulin resistance. Pancreatic and duodenal homeobox 1 
(PDX-1) [1-3] is a homeodomain transcription factor that activates insulin 
gene transcription as well as other pancreas-specific target genes and plays a 
critical role in both pancreatic development and adult cell function [4-9]. 
PDX-1 deficiency in mice results in pancreatic agenesis [10,11], whereas 
cell specific disruption or heterozygous mutations result in T2D [9]. In 
humans, mutations in pdx-1 are associated with the development of maturity-
onset diabetes of the young type 4 (MODY 4), a monogenic form of T2D 
characterized by impaired cell function [12-14]. Other mutations in human 
pdx-1 were shown to be associated with the development of adult-onset forms 
of T2D [15-18].  
 
In pancreatic cells, glucose modulates PDX-1 in part through post-
translational modifications. These include O-GlcNAcylation [19,20], 
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SUMOylation [21] and phosphorylation [22-34] that regulate PDX-1 protein 
stability [27,28,35], its transactivation potential [36], its interaction with co-
factors such as the histone acetyl transferase p300 [37], and its binding to the 
A boxes on the insulin gene promoter [19,20,38] to trigger insulin gene 
transcription. The PDX-1 homeodomain contains a basic amino acid 
sequence, RRMKWKK, that also serves as a nuclear localization signal for 
PDX-1 nuclear import [39]. The interest in the regulation of PDX-1 nucleo-
cytoplasmic shuttling stems from the observation that cell dysfunction in 
T2D patients correlates with the exclusion of PDX-1 from the nucleus [40,41]. 
Similar results were obtained in rodent models of metabolic stress, such as in 
db/db mice [40,41], high fat diet in mice [40,42], nutrient infusion in rats and 
in vitro oxidative and gluco-lipotoxic stress [43-46]. Glucose was found to 
increase nuclear PDX-1by promoting its translocation from the cytosol to the 
nucleus in cultured human islets [25]. In contrast, studies using insulin-
secreting lines showed that PDX-1 is localized to the nuclear periphery 
[30,47,48], or restricted to the nucleus [35,39] independent of the glucose 
concentration. Since insulin-secreting cells are commonly used as in vitro 
models for studying the regulation of beta-cell gene expression, in this study 
we aimed to examine whether PDX-1 nucleocytoplasmic shuttling is 
differently regulated by glucose in primary rat islets vs. the insulin-secreting 
MIN6 and HIT-T15 cell lines. 
 
Materials and methods 
Generation of PDX-1-GFP expression plasmid 
A pcDNA3.1-PDX-1-GFP plasmid was generated as previously described 
[46,47]. Briefly, after codon stop removal, the PDX-1-cMyc sequence was 
excised from the pcDNA3.1-PDX-1-cMyc plasmid (generously provided by 
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Dr. Guy Rutter, Imperial College London, London, United Kingdom) using 
HindIII and KpnI and re-inserted into the mammalian expression vector 
pcDNA3.1-GFP (generously provided by Dr. Marc Prentki, Montreal 
Diabetes Research Centre, CRCHUM, Montreal, QC, Canada). 
 
Rat islet isolation, dispersion and glucose stimulation 
All procedures using animals were approved by the Institutional Committee 
for the Protection of Animals at the Centre Hospitalier de l’Université de 
Montréal. 250-275 g male Wistar rats (Charles River, St.-Constant, QC) were 
housed on a 12-h light/dark cycle with free access to water and standard 
laboratory chow. Islets were isolated as previously described [43]. After 
overnight recovery, islets were dispersed 5 min in Trypsin – 0.05 EDTA 
(Invitrogen, Burlington, ON) and plated on poly-L-lysine-coated (Sigma, St. 
Louis, MO) coverslips. Dispersed islets were cultured in RPMI-1640 media 
(Invitrogen, Burlington, ON) supplemented with 10 % FBS (Invitrogen) and 
5.5 mM glucose for 24 hours. Media was then changed to 0.5 % fatty acid-
free BSA (Equitech-Bio, Kerrville, TX) and 2.8 mM glucose for 2 hours after 
which stimulation was then performed by varying glucose concentrations in 
the presence or absence of palmitate (sigma)  or H2O2 (Invitrogen) as 
described in RESULTS. 
 
MIN6 and HIT-t15 cell culture, transfection and glucose stimulation 
MIN6 cells (passage 25–30) were maintained in Hyclone DMEM 
(ThermoFisher Scientific, Ontario, CA ) containing 25 mM glucose and 
supplemented with 10 % FBS (fetal bovine serum) and 0.005 % -
mercaptoethanol. Medium was changed to 5.5 mM glucose overnight then to 
2 mM glucose and 0.5 % BSA for an additional 2hours after which cells were 
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exposed to varying glucose concentrations in the presence or absence of 
palmitate as described in RESULTS. HIT-T15 cells (passages 74–86; 
generously provided by Dr. R. Paul Robertson, Pacific Northwest Diabetes 
Research Institute, Seattle, WA, USA) were maintained in RPMI-1640 
(Invitrogen) containing 11.1 mM glucose and supplemented with 10 % FBS 
(fetal bovine serum, Invitrogen). Medium was changed to 1mM glucose for 
24 hours then to 0.1 mM glucose 0.5 % BSA for an additional 2 hours prior 
to the experiment. Glucose stimulation was then performed by varying 
glucose concentrations in the presence or absence of palmitate as described in 
RESULTS. Transfection was performed using Lipofectamine 2000 
(Invitrogen) as per manufacturer’s instructions. 
 
Immunohistochemistry 
PDX-1 immunostaining was performed as previously described [35]. Cells 
were incubated with anti rabbit anti PDX-1 (Abcam, Toronto, ON) and anti 
guinea pig anti insulin (Burlington, ON) antibodies followed by Alexa Fluor® 
488 (Invitrogen) and Rhodamine (Jackson ImmunoResearch, West Grove, 
PA) fluophore-conjugated secondary antibodies. Coverslips were then 
mounted using VectaSheild mouting media containing DAPI for nuclei 
staining (VectorLab, Burlington, ON). Images were acquired and quantified 
using a fluorescence microscope (20) and Zen Imaging Software (Carl Zeiss, 
ON, CA). For exogenous PDX-1 immunostaining, GFP signal was visualized 
using Leica confocal microscope (40). 
 
Statistics 
Results are expressed as mean ± SEM and significance was tested using 
Student's paired t test or a two-way ANOVA with Bonferroni post hoc 
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adjustment for multiple comparisons as appropriate using GraphPad Instat 
(GraphPad Software, San Diego, CA). A value of p < 0.05 was considered 
significant. 
 
Results and discussion 
Glucose promotes the translocation of PDX-1 from the cytoplasm to the 
nucleus in dispersed rat islets. 
To address the effect of glucose on PDX-1 nucleo-cytoplasmic shuttling, we 
performed immunocytochemistry on dispersed rat islets exposed for 1, 6 and 
24 hours to increasing glucose concentrations (0.5 to 16.7 mM). After 1 hour 
of treatment at 0.5 or 2.8 mM glucose, PDX-1 abundance was similar in the 
cytoplasmic and nuclear compartments (Fig. 1A and D). This distribution did 
not change after 6 and 24 hours of low glucose exposure (Fig. 1B, C and D). 
Although not significant, there was a tendency for an increase in nuclear 
PDX-1 in the presence of 5 mM glucose in most cells as shown in Figure 1. 
After 1-h exposure to 16.7 mM glucose, however, PDX-1 was located 
predominantly in the nucleus (Fig. 1A – C and D p≤0.05 16.7 mM vs 0.5 mM 
at all time points). PDX-1 cellular distribution profile in response to glucose 
was similar at 6 and 24 hours of stimulation (Fig. 1B and C). These results 
demonstrate that in dispersed rat islets, PDX-1undergoes a cytoplasmic to 
nuclear shift in response to increasing glucose concentrations. Similar results 
were obtained using human islets ex vivo [25] and in glucose-infused rats in 
vivo [43].  
 
PDX-1 subcellular localization is not regulated by glucose in MIN6 cells 
To determine whether insulin-secreting cells respond similarly to glucose as 
dispersed rat islets, the murine insulinoma MIN6 cell line was exposed for 1, 
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6 and 24 hours to increasing glucose concentrations (0.5 to 16.7 mM) and 
endogenous PDX-1 sub-cellular localization was assessed as described above. 
PDX-1 immunostaining was already predominantly detected in the nucleus at 
0.5 and 2 mM glucose and this pattern was maintained at 5, 11 and 16 mM 
glucose at all time points examined (Fig. 2A – D). Even after 24 hours of 
exposure to a low glucose concentration (0.5 mM) which started to trigger 
cell death (as shown by the presence of pyknotic nuclei (Fig. 2C), PDX-1 was 
largely nuclear. Our results are consistent with our previous observation [35] 
and in accordance with another reported study using an exogenous PDX-1-
GFP fusion protein [39]. However, other studies using MIN6 cells reported a 
nuclear periphery/cytosolic localization of endogenous PDX-1 at low glucose 
levels which shifts to the nucleoplasm in the presence of high glucose 
[24,25,49]. In some cases the discrepancy with our data can be explained by 
differences in experimental approaches. For example, Macfarlane et al. 
measured the expression of specific PDX-1 isoforms by Western blotting 
[25]. Rafiq et al., found that increasing glucose levels from 3 to 30 mM led to 
an increase in the nuclear localization of endogenous PDX-1 in MIN6 cells 
[23]. Although this differs from our results we did not test glucose 
concentrations above the physiological range.  
 
Glucose regulates exogenous but not endogenous PDX-1 nuclear 
translocation in HIT-T15 cells 
To investigate the nucleocytoplasmic shuttling of PDX-1 in another rodent 
insulin-secreting cell line, hamster HIT-T15 cells were exposed for 1, 6 and 
24 hours to increasing glucose concentrations (0.1 to 11 mM). Similar to our 
results in MIN6 cells, PDX-1 was predominantly localized in the nucleus of 
HIT-T15 cells following exposure to low glucose at all time points, and 
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increasing the glucose concentration had no detectable effect on PDX-1 
localization (Fig. 3A – D).  
 
As numerous studies have described the shuttling of ectopically expressed 
PDX-1 fusion proteins from the cytoplasmic/nuclear periphery to the 
nucleoplasm in response to increasing glucose concentrations [23,30,47,49], 
we tested whether this could be detected in HIT-T15 cells under conditions in 
which we cannot detect nuclear import of endogenous PDX-1. Similar to our 
previous results [46], and unlike the endogenous protein (Fig. 3A-D), 
exogenous PDX-1 was predominantly expressed at the nuclear periphery and 
in the cytoplasm of HIT-T15 at low glucose and translocated to the nucleus at 
high glucose (Fig. 3E and F). This indicates that the mechanisms of regulation 
of PDX-1 nuclear translocation are functional in HIT-T15 cells but are not 
operative with the endogenous protein. We speculate that nuclear 
import/export or retention signals, such as HDAC1 and HDAC2 [34] and 
Importin beta 1 [49], may become saturated by endogenous PDX-1resulting 
in accumulation of the exogenous PDX-1 in the cytoplasm/nuclear periphery. 
 
PDX-1 is excluded from the nucleus under oxidative stress in dispersed islets 
and MIN6 cells but not in HIT-T15 cells 
Oxidative stress has been shown to trigger PDX-1 nuclear exclusion in HIT 
cells (Kawamori Diabetes 2003). Similarly, PDX-1 is excluded from the 
nucleus of cells in islets exposed in vitro to palmitate [44] and in islets 
isolated from rats infused with glucose + Intralipid [43] or from mice fed a 
high fat – high sucrose diet [40] and in ZDF rats [50]. To verify our ability to 
detect changes in endogenous PDX-1 subcellular localization in MIN6 cells 
and HIT-T15 cells in which we saw no effect of glucose, we exposed 
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dispersed rat islets, MIN6 cells and HIT-T15 cells to 50 M H2O2 for 1hour 
and examined PDX-1 localization (Fig. 4). Consistent with previous findings 
[45], H2O2 led to PDX-1 nuclear exclusion in dispersed rat islets (Fig. 4A) 
and MIN6 cells (Fig. 4B). In contrast, H2O2 exposure did not affect PDX-1 
localization in HIT-T15 cells (Fig. 4C) in contradiction with a previously 
reported study [45]. This discrepancy may be due to the difference in the 
passage number of HIT-T15 which may affect their resistance to oxidative 
stress. While ours did not exceed 86 passages, cells used by Kawamori et al. 
were much older and had a passage number between 80 to 100. Moreover, the 
lack of observed effects of glucose and H2O2 on PDX-1 subcellular 
localization in HIT-T15 was not due to our inability to detect nucleo-
cytoplasmic shuttling of endogenous transcription factors in this cell line, 
since FOXO1 was excluded from the nucleus in response to high glucose (Fig. 
4D) as previously reported [51].  
 
Conclusion 
In this report we show that PDX-1 nuclear localization is regulated by glucose 
in dispersed rat islets, consistent previous ex vivo [25] and in vivo studies 
[43]. However, using the same experimental conditions we found endogenous 
PDX-1 localization to be independent of glucose in the insulin-secreting 
MIN6 and HIT-T15 cells. Interestingly, and unlike the endogenous protein, 
exogenously expressed PDX-1 underwent nuclear translocation in response 
to glucose in HIT-T15 cells. These results raise a note of caution regarding 
the use of transformed cell lines to examine the regulation of PDX-1 nucleo-
cytoplasmic shuttling.  
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Figure legends 
Figure 1: Glucose induces PDX-1 nuclear translocation in dispersed rat 
islets. PDX-1 (green), insulin (red) and nuclei (DAPI, blue) were visualized 
by fluorescence microscopy (20). Dispersed rat islets were exposed 1 h (A), 
6 h (B) and 24 h (C) to increasing glucose concentrations as indicated. D) 
Quantification of nuclear/cytosolic ratio of 4 replicate experiments. Results 
are expressed as mean ± SEM. *P ≤ 0.05: 16.7 vs 0.5 mM glucose at all time 
points.  
 
Figure 2: PDX-1 is predominantly localized in the nucleus in MIN6 
pancreatic cells independent of glucose concentration. PDX-1 (green), 
insulin (red) and nuclei (DAPI, bleu) were visualized by fluorescence 
microscopy (20). A – C) MIN6 cells were exposed 1 h (A), 6 h (B) and 24 h 
(C) to increasing glucose concentrations as indicated. Arrows indicate 
pyknotic nulcei. D) Quantification of nuclear/cytosolic ratio of 3 replicate 
experiments. Results are expressed as mean ± SEM.  
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Figure 3: In HIT-T15 pancreatic cells, endogenous PDX-1 is localized 
to the nucleus independent of glucose concentration, whereas ectopically 
expressed PDX-1 shuttles from the cytoplasm to the nucleus in a glucose-
dependent manner. PDX-1 (green), insulin (red) and nuclei (DAPI, bleu) 
were visualized by fluorescence microscopy (20). A) HIT-T15 cells were 
exposed 1 h (A), 6 h (B) and 24 h (C) to increasing glucose concentrations as 
indicated. D) Quantification of nuclear/cytosolic ratio of 3 replicate 
experiments. Results are expressed as mean ± SEM. E) HIT-T15 cells were 
transfected with pcDNA3.1-PDX-1-GFP plasmid and exposed for 24 h to 0.1 
or 5 mM glucose. PDX-1 (GFP, green) and nuclei (DAPI, blue) were 
visualized by confocal microscopy. F) Quantification of nuclear/cytosolic 
ratio of 3 replicate experiments. Results are expressed as mean ± SEM. *P ≤ 
0.05. 
 
Figure 4: PDX-1 is excluded from the nucleus in response to 
glucolipotoxic and/or oxidative stress in dispersed rat islets and MIN6 
cells but not in HIT-T15 cells. PDX-1 (green in A - C), FOXO1 (green in 
D), insulin (red) and nuclei (DAPI, bleu) were visualized by fluorescence 
microscopy (20). A) Dispersed rat islets were exposed to 16.7 mM glucose 
in the presence of 50 M H2O2 or 0.5 mM palmitate (PA) for 24 h. B) MIN6 
cells exposed to 16.7 mM glucose in the presence of 50 M H2O2 for 1 h. C) 
HIT-T15 cells exposed to 16.7 mM glucose in the presence of 50 M H2O2 
24 h. D) HIT-T15 cells were exposed to 0.1 or 11 mM glucose for 1h.  
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L’insuline est sécrétée exclusivement par la cellule bêta pancréatique. Elle est 
essentielle à la survie et sa production est étroitement régulée pour le maintien 
de l’homéostasie du glucose. À court terme, la régulation de la sécrétion de 
l’insuline se fait via les mécanismes d’exocytose (373). Dans ce cas, un 
premier pool préassemblé de vésicules contenant l’insuline est rapidement 
relâché en réponse à une prise alimentaire. Toutefois, le maintien constant des 
réserves intracellulaires d’insuline est dépendant de la transcription du gène 
de l’insuline ainsi que de sa biosynthèse. Durant les deux premières heures 
suivant une stimulation au glucose, la traduction de la protéine se fait 
uniquement à partir d’ARNm préexistants (374-376). Une heure de 
stimulation suffit pour induire une augmentation de 20 à 30 fois la biosynthèse 
de la proinsuline, mais les niveaux d’ARNm de la préproinsuline restent à ce 
moment encore inchangés (375-379). Dans des cas de stimulation chronique 
au glucose, la biosynthèse de l’insuline est sous contrôle de la transcription et 
la stabilité de l’ARNm de son gène (380-382). 
 
Le glucose et les acides gras sont les deux nutriments majeurs auxquels est 
exposée la cellule bêta pancréatique et qui jouent un rôle déterminant dans la 
régulation de la transcription du gène de l’insuline, que ça soit dans des 
conditions physiologiques ou pathologiques. La transcription du gène de 
l’insuline est sous haute régulation. Elle est principalement orchestrée par les 
facteurs de transcription PDX-1, MafAet BETA2. PDX-1 est un élément clé 
dans la régulation de la transcription du gène de l’insuline et donc de la 
fonction de la cellule bêta pancréatique ainsi que dans le maintien de son 
identité. Les travaux entrepris dans le cadre de cette thèse ont permis 
d’évaluer l’implication des principales voies de signalisations connues dans 
la cellule bêta pancréatique, soit ERK1/2 et PKB. Nos résultats démontrent 
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que la protéine PKB, bien qu'ayant été montrécomme être activée par le 
glucose en absence comme en présence du palmitate, n’est pas impliquée dans 
les mécanismes de régulation de la transcription du gène de l’insuline dans les 
cellules bêta pancréatiques MIN6 ainsi que dans les îlots isolés de rats. 
ERK1/2 est également activée par le glucose en absence comme en présence 
du palmitate et des céramides. Nos résultats montrent que cette voie est quant 
à elle impliquée dans les mécanismes d’inhibition de la transcription du gène 
de l’insuline par les acides gras. Nos travaux ont également permis 
d’identifier un rôle important de PASK dans la régulation du gène de 
l’insuline et d’identifier un nouveau mécanisme par lequel elle régule la 
stabilité du facteur de transcription PDX-1. Nous avons pour la première fois 
démontré que la protéine GSK3 est un substrat de l’enzyme PASK dans la 
cellule bêta pancréatique. Enfin, nous avons mis en évidence l’importance de 
l'utilisation des îlots isolés lors de l'étude de la translocation nucléaire de 
PDX-1, étant donné que ce mode de régulation n'a pas été observé dans les 
cellules insulino-sécrétrices MIN6 et HIT-T15. 
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1. Implication des protéines PKB, ERK1/2 et PASK dans la 
régulation de la transcription du gène de l'insuline. 
Rappel des principaux résultats 
 L’objectif de cette première partie de l’étude était d’évaluer la contribution 
des voies de signalisation des protéines PKB, ERK1/2 et PASK dans la 
régulation de l'expression du gène de l'insuline en réponse au glucose en 
absence ou en présence du palmitate. Nous avons montré que l’exposition 
prolongée des cellules bêta pancréatiques MIN6 ainsi que des îlots isolés à 
partir de pancréas de rats à de hautes concentrations de glucose augmente la 
phosphorylation de la protéine ERK1/2 et que le palmitate rehausse cet effet. 
Toutefois, le palmitate bloque l’induction de l’expression de l’ARNm ainsi 
que de l’expression de la protéine PASK, induites par le glucose. L’inhibition 
de la voie de signalisation PKB par approche pharmacologique (par 
l’inhibiteur LY294002) n’avait pas d’effet sur la transcription du gène de 
l’insuline induite par le glucose, ni sur l’inhibition par le palmitate, ce qui 
suggère que cette voie n’est pas impliquée dans ces mécanismes. L’inhibition 
de la voie ERK1/2 (par l’inhibiteur U0126) affecte, quant à elle, partiellement 
ces mécanismes. Enfin, par approche de gain et de perte de fonction 
(surexpression de la forme sauvage de PASK humaine et surexpression de la 
forme mutée, inactive, respectivement), nous avons démontré que PASK 
mime les effets du glucose sur l’expression du gène de l’insuline et 
l’expression de PDX-1 et bloque les effets délétères du palmitate. Ces 
observations ont permis de mettre en évidence le rôle important des protéines 
ERK1/2 et PASK dans la régulation de l’expression du gène de l’insuline. 
  
 
 
168 
La transcription du gène de l’insuline 
Le glucose augmente la demi-vie de la forme mature de l’ARNm de l’insuline. 
Il est donc difficile de détecter les variations précoces dans les niveaux de son 
expression (175). Pour contourner cette limite nous mesurons l’expression de 
la forme prémature de l’ARNm de l’insuline qui elle, possède une demi-vie 
beaucoup plus courte, de l'ordre dequelques minutes (221,383). Nous avons 
en effet détecté une diminution significative de l’expression du pré-messager 
de l’insuline (identifié comme ARNm du gène de l’insuline pour le reste de 
la thèse) en réponse à 24 h d’exposition à de hautes concentrations de glucose 
en présence du palmitate contrairement à l'ARNm de la forme mature. Dans 
ces conditions, la transcription des gènes GLUT2, glucokinase ainsi que la 
forme prémature de IAPP est également réprimée. Ces gènes sont tous sous 
le contrôle de la transcription par PDX-1, ce qui pourrait être une conséquence 
de l’exclusion nucléaire de PDX-1 par le palmitate (179,274).  
 
PKB/Akt 
Régulation par le glucose 
La liaison de l’insuline (ou du facteur de croissance IGF-1) à son récepteur 
induit la phosphorylation des protéines IRS-1 et IRS-2 sur résidus tyrosine 
qui active la protéine PI3K. L’augmentation des niveaux de PIP3 par PI3K 
permet la translocation de la protéine kinase PKB à la membrane 
cytoplasmique. Elle est alors phosphorylée sur résidu Thr308 par la protéine 
PDK1. PKB est également phosphorylée par le complexe mTORC2 sur résidu 
Ser473 ce qui permet l'activation complète de la protéine. Dans la cellule bêta 
pancréatique, PKB exerce des effets anti-apoptotiques en modulant l’activité 
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de plusieurs protéines cibles (384). Par exemple, PKB phosphoryle les 
facteurs de transcription de la famille FoxO (de l’anglais pour forkead box), 
FoxO1, FoxO3a et FoxO4, ce qui empêche leur translocation nucléaire et la 
transcription de facteurs pro-apoptotiques (359). PKB phosphoryle et inactive 
également la protéine kinase GSK3ce qui inhibe la voie Wnt responsable 
d’activer l’apoptose, et stimule le métabolisme énergétique (384). Ainsi, de 
par son effet bénéfique sur la croissance et la survie des cellules bêta 
pancréatiques, le glucose augmente la phosphorylation et donc l’activation de 
la protéine PKB (385). Plusieurs études ont rapporté ces observations (355-
359,385,386). Nous avons détecté une augmentation (bien que statistiquement 
non significative) de la phosphorylation de PKB en réponse au glucose dans 
les cellules insulinosécrétrices MIN6, maisceci n'a pas été observé dans les 
îlots isolés de pancréas de rats. Bien que la phosphorylation de PKB est 
généralement observée suivant 20 à 120 minutes de stimulation au glucose, 
elle semble toutefois être biphasique et dépend donc de la durée d'exposition 
(360). Il aurait été donc intéressant de tester l'effet du glucose sur la 
phosphorylation de PKB à différents temps dans lesquels le glucose stimule 
également l'expression du gène de l'insuline, soit de 6 à 24h. 
 
Régulation par les acides gras 
Nos résultats montrent que l’exposition des cellules MIN6 ainsi que des îlots 
de rats au palmitate, en présence de hautes concentrations de glucose, induit 
une augmentation de la phosphorylation de PKB sur le même résidu, Ser473. 
Il a été montré que le palmitate augmente la phosphorylation de PKB dans les 
cellules bêta pancréatiques INS-1 de manière dose-dépendante où PKB exerce 
des effets anti-apoptotiques dans des conditions de lipotoxicité (362).  
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D’autres études ont montré, qu’au contraire, les acides gras bloquent 
l’activation de PKB (355,357,360). Il est à noter toutefois que ces études ont 
été faites dans un contexte d’apoptose contrairement à notre modèle 
expérimental. De plus, plusieurs données sont en faveur d’une régulation 
biphasique de PKB.En effet, dans les cellules MIN6, une exposition de quatre 
heures au palmitate entraîne une augmentation significative de la 
phosphorylation de PKB sur résidu Ser473 tandis qu’une exposition plus 
prolongée, 24 h, la diminue (360). L’oléate semble moduler la 
phosphorylation de PKB de la même manière, ce qui met en évidence, du 
moins en partie, une régulation indépendante des céramides (360). 
Néanmoins, nos observations suggèrent que la voie de signalisation 
PI3K/PKB n’est pas impliquée dans les mécanismes d’inhibition de la 
transcription du gène de l’insuline par le palmitate. 
 
ERK1/2 
Régulation par le glucose 
Dans les cellules bêta pancréatiques, l’activation de ERK1/2 est dépendante 
du calcium. Le glucose augmente le flux de calcium intracellulaire, ce qui 
active la voie Calmoduline /calcineurine (387), puis la cascade d’activation 
Ras/Raf/MEK1/2 (339). ERK1 et ERK2 sont phosphorylées sur résidus Thr202 
et Tyr204, respectivement par les protéines ERK1/2 kinases (MEK1/2), elles-
mêmes phosphorylées par ERK1/2 kinases kinases (ou Raf) (388). La 
phosphorylation de ERK1/2 en réponse à une stimulation au glucose a été 
montrée dans les lignées cellulaires (110,261,338,389), les îlots isolés de 
pancréas derongeurs (339,343) ainsi que dans les îlots humains (339,390) et 
nos résultats confirment ces données. Toutefois, tout comme PKB, ERK1/2 
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semble avoir une régulation biphasique en réponse au glucose. Les travaux de 
Lawrence et al. (217) sont concordants avec l’activation de ERK1/2 par le 
glucose, mais l’exposition prolongée des cellules bêta pancréatiques au 
glucose entraîne une diminution de la phosphorylation de ERK1/2, ce qui 
suggère une modulation différente de la protéine en réponse à des conditions 
de stress métabolique. 
 
Régulation par le palmitate 
Les céramides activent ERK1/2 dans les hépatocytes (391) ainsi que dans les 
cellules musculaires (392). Le palmitate active ERK1/2 dans les myocytes 
cardiaques et induit leur apoptose (393). L’exposition prolongée (48 h) des 
cellules alpha pancréatiques au palmitate augmente également la 
phosphorylation de ERK1/2, ce qui a pour effet d’augmenter la sécrétion du 
glucagon (394). La régulation de l’activité des protéines ERK1/2 par les 
acides gras dans la cellule bêta pancréatique est, quant à elle, très peu connue. 
Graciano et al. (395) ont montré que l’activation aigüe de ERK1/2 dans les 
îlots isolés de pancréas de rats amplifie la signalisation induite par le récepteur 
de l’insuline et que le palmitate permet de maintenir leur phosphorylation. En 
réponse à une exposition plus prolongée, de 48 h, le palmitate inhibe la 
phosphorylation de ERK1/2 en réponse au glucose dans les cellules MIN6 
(386). Nos résultats montrent que le palmitate, tout comme les céramides, 
rehausse la phosphorylation de ERK1/2 dans les cellules bêta pancréatiques 
MIN6 ainsi que dans les îlots de rats. La différence entre nos observations et 
les données rapportées par Watson et al. (386) est probablement due à la durée 
d’exposition au palmitate et son effet sur la toxicité des cellules. En effet, cette 
dernière étude a été faite dans un contexte de lipotoxicité, dans lequel les 
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auteurs rapportent une augmentation du marqueur d’apoptose, caspase 3/7, ce 
qui n’est pas observé dans nos conditions expérimentales. Par ailleurs, ces 
observations suggèrent une fois de plus que, ERK1/2 pourrait avoir une 
régulation biphasique et adapter ainsi sa fonction aux conditions de 
lipotoxicité. 
 
Régulation de la transcription du gène de l’insuline 
Nos observations antérieures ont démontré que l’inhibition de la transcription 
du gène de l’insuline par le palmitate se fait via la synthèse de novo des 
céramides (175). Or, l’inhibition de ERK1/2 par U0126 prévient totalement 
l’effet inhibiteur des céramides sur l’expression du gène de l’insuline dans les 
cellules MIN6. Bien que ces résultats doivent être confirmés dans les îlots 
isolés, ceci suggère que l’inhibition de l’expression du gène par les céramides 
se fait via la protéine ERK1/2.  
 
En plus de sa phosphorylation, la translocation nucléaire de ERK1/2 est 
nécessaire à la phosphorylation et l’activation de protéines nucléaires dans la 
cellule bêta pancréatique (110,396) comme dans d’autres types cellulaires 
(397,398). Le rôle de la fraction cytoplasmique n'est pas très clair. Des études 
ont montré que son activation par le glucose est partiellement impliquée dans 
la phosphorylation de protéines ayant un rôle dans les mécanismes 
d'exocytose des granules de sécrétion d'insuline, telle la synapsine I (343). 
Bien que l’activation de ERK1/2 ne semble tout de même pas essentielle à 
l’induction de la sécrétion de l’insuline par le glucose (339), son inactivation 
bloque la stimulation de la transcription du gène (110). L'inactivation de 
ERK1/2 par la surexpression d'un dominant négatif de la protéine entraîne une 
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réduction significative des niveaux d'expression de la préproinsuline ainsi que 
de l'activité du promoteur malgré 24 h de stimulation au glucose (110). Dans 
notre étude, nous avons montré que l’inhibition de ERK1/2 par l’inhibiteur 
pharmacologique U0126 augmente l’expression de l’ARNm de l’insuline 
induite parle glucose dans les cellules MIN6, mais d’autre part prévient 
l’inhibition par le palmitate et les céramides dans ces cellules ainsi que dans 
les îlots isolés de rats. L’implication de ERK1/2 dans les mécanismes de 
régulation de la transcription du gène de l’insuline par le glucose concorde 
avec les résultats obtenus par Lawrence et al. (217). En effet, ces auteurs ont 
montré que l’inhibition de ERK1/2 par U0126 prévient la diminution de 
l’activité du promoteur du gène de l’insuline causé par des conditions de 
glucotoxicité. De même, U0126 améliore l’induction de l’activité du 
promoteur du gène de l’insuline par le glucose dans les îlots isolés de pancréas 
de rats obèse et diabétiques ZDF (de l’anglais pour Zucker diabetic fatty) 
(217). 
 
D’autre part, ERK1/2 semble avoir un double rôle dans la cellule bêta 
pancréatique étant donné que son inactivation prévient l’inhibition de la 
transcription du gène de l’insuline par le palmitate et les céramides dans les 
cellules MIN6 ainsi que les îlots isolés de rats. Bien qu’elle n’a pas été 
explorée dans le cadre de cette thèse, cette différence de régulation de ERK1/2 
peut être liée à une différence dans la cinétique de son activation (339). En 
effet, ERK1/2 est activée, via la calcineurin, suite à une élévation des niveaux 
de calcium intracellulaire, alors que la cinétique en aval de la signalisation du 
calcium est spécifique aux différents stimuli, tel le chlorure de potassium et 
les sulfonylurées (389,399). L’activation de ERK1/2 peut également 
enclencher des mécanismes de signalisations distincts, selon l’agent stimulant 
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ou selon le contexte physio- ou physiopathologique. Par exemple, dans 
différents types cellulaires, l’insuline active ERK1/2 via au moins deux 
mécanismes distincts (400-405). Dans les cellules adipocytaires 3T3-L1, 
l’insuline active ERK1/2 via la voie PI3K, mais également  via une voie 
PI3K-indépendante, qui reste à identifier (403). La régulation différentielle de 
la transcription du gène de l’insuline par ERK1/2 dans les cellules bêta 
pancréatique reste toutefois à déterminer. 
 
La transcription du gène de l’insuline est régulée par plusieurs facteurs de 
transcription qui se lient à leurs séquences respectives sur le promoteur et 
l’activent de manière synergique. En plus de PDX-1, MafA et BETA2, NFAT 
(de l’anglais pour nuclear factor of activated T cells) est un autre facteur de 
transcription clé dans l’activation du promoteur du gène de l’insuline. NFAT 
est régulé par la calcineurine en réponse à une augmentation du calcium 
intracellulaireet il est phosphorylé par ERK1/2 (406). L’inhibition de la 
calcineurine à l’aide d’inhibiteurs pharmacologiques empêche l’activation de 
NFAT et de ERK1/2 par le glucose et bloque l’induction de la transcription 
du gène de l’insuline (217). D’autre part, les facteurs de transcription Jun et 
C/EBP- qui sont des répresseurs de la transcription du gène de l’insuline, 
sont également phosphorylés par ERK1/2 (110,407,408). L’activité de liaison 
des facteurs de transcription MafA, NFAT au promoteur du gène de l’insuline 
est d’ailleurs dépendante de ERK1/2 (217). L’activité de liaison du répresseur 
C/EBP-est également sous contrôle de ERK1/2, ce qui est consistant avec 
la double fonction de ERK1/2 dans la régulation de la transcription du gène 
de l’insuline (217). En réponse au glucose, ERK1/2 est elle-même recrutée au 
promoteur du gène de l’insuline où elle forme un complexe avec d’autres 
facteurs de transcription et co-facteurs (396).  
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Bien que le glucose augmente significativement la transcription du gène de 
PDX-1, nous n’avons pas observé une diminution significative de ses niveaux 
d’ARNm en réponse au palmitate, ni suivant l’inhibition de ERK1/2 par 
U0126. Ceci indique que la régulation de la transcription du gène de PDX-1 
ou de la stabilité de son ARNm par le glucose est indépendante de ERK1/2. 
Ces données n’excluent toutefois pas une possible implication de ERK1/2 
dans la régulation post-traductionnelle de PDX-1, telle sa phosphorylation ou 
sa translocation nucléaire. D’ailleurs, il a été montré que la phosphorylation 
de PDX-1 sur résidus Ser62 et Ser66 par ERK1/2 augmente son potentiel 
d’activation (110). Nos résultats indiquent également que la régulation par le 
palmitate est plutôt post-traductionnelle, ce qui est reflété par la diminution 
de son expression et/ou sa stabilité protéique (176) ainsi que son exclusion 
nucléaire (179,180). Notons que puisque PDX-1 régule sa propre 
transcription, la diminution de sa localisation nucléaire par le palmitate 
régulerait indirectement son expression également (409).  
 
L'induction de l’expression du gène de MafA par le glucose est quant à elle 
réprimée par le palmitate, ce qui concorde avec nos observations faites sur les 
îlots isolés de rats (179). Toutefois, les mécanismes de régulation de la 
transcription du gène de MafA semblent être indépendants de l'activation de 
ERK1/2, ce qui une fois de plus, n'exclut pas une possible régulation post-
traductionnelle de ce facteur de transcription. D'autre part, bien que la 
phosphorylation de MafA par ERK1/2 ait été rapportée dans quelques types 
cellulaires incluant les cellules HeLa transfectées pour exprimer MafA 
(340,410,411), cette régulation n'a toutefois pas été observée dans la cellule 
bêta pancréatique, ou du moins, n'est pas significative (412). Ceci suggère une 
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implication indirecte de ERK1/2 dans la régulation de l'activité de liaison de 
MafA au promoteur du gène de l'insuline (217). La phosphorylation d'un 
facteur ou cofacteur tel PDX-1 ou p300 par ERK1/2 pourrait permettre le 
recrutement de MafA au promoteur du gène de l'insuline et avoir un effet 
synergique sur la transcription (108). 
 
Le facteur de transcription C/EBP est un répresseur du gène de l'insuline 
(150,217) ce qui est consistant avec la réduction de son expression en réponse 
à la stimulation des cellules MIN6 au glucose (176). C/EBPest activé dans 
des conditions d'exposition prolongée au palmitate (149) ou au glucose 
(150,217,413), réprimant la transcription du gène de l'insuline et induisant 
l'apoptose (217). D'ailleurs, la surexpression de C/EBP dans les cellules 
MIN6 mime les effets délétères du palmitate sur l'activité du promoteur du 
gène de l'insuline et l'apoptose (149). De plus, dans les modèles animaux de 
diabète de type 2, l'expression de l'ARNm et de la protéine C/EBP sont 
significativement augmentées, à l'opposé de PDX-1 (413). Or, dans notre 
étude, nous n'avons pas observé de changement des niveaux d'ARNm de 
C/EBP en réponse au palmitate ni en réponse à l'inhibition de ERK1/2, bien 
que les niveaux d'expression de la protéine restent à être examinés. Cette 
divergence peut être due au fait que nos conditions expérimentales n'induisent 
pas l'apoptose, comme démontré par l'absence du clivage de la caspase 3, 
d'autant plus que l'induction de C/EBP ne semble avoir lieu que dans des 
conditions extrêmes d'hyperglycémie et d'hyperlipidémie. Dans ce sens, 
Plaisance et al. (149) ont montré que la régulation de l'expression de C/EBP 
par le palmitate se fait via la voie ERK1/2 tandis que Hanlon et al. (407) ont 
montré que l'isoforme ERK2 phosphoryle directement C/EBPin vitro. 
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Une stimulation aigue au glucose induit la liaison du complexe de facteurs de 
transcription MafA-NFAT au promoteur du gène de l'insuline et son 
activation de manière ERK1/2-dépendante (217). Dans des conditions 
d'hyperglycémie chronique, C/EBP se lie à NFAT par compétition et 
empêche alors la formation du complexe MafA-NFAT, ce qui réduit la 
transcription du gène de l'insuline. Enfin, l'inhibition de la voie ERK1/2 
affecte la formation des deux complexes MafA-NFAT et C/EBP-NFAT 
(217). Ainsi, ces observations sont un argument de plus en faveur de la double 
fonction de ERK1/2 dans la régulation de l'expression du gène de l'insuline. 
 
PAS kinase 
Régulation par le glucose 
PAS kinase répond aux variations dans la disponibilité des nutriments pour 
réguler l'homéostasie énergétique. En absence de stimulation, le domaine 
PAS de PASK se lie au domaine kinase de la protéine et l'inactive (319). Les 
mécanismes exacts d'activation de PASK ne sont pas tout à fait connus. Le 
modèle proposé stipule qu'une petite molécule dérivée du métabolisme du 
glucose se lie au domaine PAS, ce qui empêche ce dernier d'interagir avec le 
domaine kinase, libérant ainsi l'accès aux substrats (317,414,415). 
 
Une première étude caractérisant les souris déficientes en PASK a été 
rapportée et selon laquelle PASK n'est pas impliquée dans la régulation de 
l'expression ni de la sécrétion de l'insuline (332). Un autre groupe a toutefois 
caractérisé ce même modèle et a au contraire observé un défaut de sécrétion 
d'insuline induite par le glucose (309). L'expression du gène de l'insuline dans 
les cellules MIN6 est également dépendante de PASK (100).  
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Dans la cellule bêta pancréatique, l'activité ainsi que l'expression de l'ARNm 
et de la protéine PASK sont rapidement activés par le glucose 
(100,309,310,330). Dans notre étude, nous avons montré que les niveaux 
d'expression de l'enzyme sont maintenus durant au moins 24 heures suivant 
la stimulation dans les cellules MIN6 et les îlots isolés de rats et que cet effet 
est inhibé par le palmitate. Le glucose n'induit pas la translocation nucléaire 
de PASK (100), qui reste cytosolique après 24 heures de stimulation au 
glucose dans les MIN6 ((176), données non publiées;(249)) ainsi que dans les 
îlots isolés de rats ((249), données non publiées). 
 
Régulation par le palmitate 
Hao et al. (309) ont observé que la déficience en PASK confère une protection 
contre l'obésité et la résistance à l'insuline induites par une diète riche en gras. 
Toutefois, cet effet semble être la conséquence d'une augmentation du 
métabolisme mitochondrial du muscle squelettique qui résulte en une 
augmentation de la production d'ATP et ainsi une protection contre 
l'accumulation ectopique des lipides issus de la diète riche en gras (309). Dans 
notre étude, nous avons démontré que l'expression de l'ARNm ainsi que la 
protéine PASK est inhibée par le palmitate, ce qui concorde avec la 
diminution observée dans les îlots de patients diabétiques de type 2 (333) ainsi 
que dans les îlots isolés de rats infusés pendant 72 h avec du glucose et de 
l'Intralipide (177). Les mécanismes à la base de cette régulation restent 
toutefois à déterminer. Une première hypothèse est que le palmitate régule 
l'expression de PASK, via l'inhibition de l'activité de facteurs de transcription. 
Le palmitate inhibe l'expression de PDX-1, MafA et dans des conditions 
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toxiques, stimule C/EBP. Il ne semble pas y avoir de séquence de liaison 
spécifique à PDX-1 ni celles spécifiques aux autres facteurs de transcription 
sur le promoteur du gène de PASK. Toutefois, ceci n'exclut pas la possibilité 
d'une régulation indirecte, par exemple, via l'inhibition de la formation des 
complexes protéiques sur le promoteur du gène de PASK, comme dans le cas 
du complexe MafA-NFAT. Le palmitate pourrait également affecter l'activité 
d'histones acétylases ou autres protéines régulant l'expression du gène. La 
seconde hypothèse probable est que le palmitate réduit la stabilité de l'ARNm 
de PASK. Le promoteur du gène de PASK contient dans sa séquence un motif 
de liaison conservé du facteur de transcription HNF1-Le glucose induit la 
translocation nucléaire de ce facteur alors que le palmitate bloque cet effet, ce 
qui pourrait être un mécanisme possible d'inhibition de l'expression de PASK. 
Enfin, l'effet du palmitate sur l'activité de PASK n'a pas été examiné et 
pourrait également être un mode indirecte de dérégulation de l'expression de 
PASK. Bref, les mécanismes de régulation de l'expression de PASK ainsi que 
ceux responsables de son activation n'ont pas encore été identifiés. 
 
Régulation de l'expression du gène de l'insuline 
La surexpression de la forme sauvage de PASK (WT-hPASK, pour wild-type 
human PASK) dans les cellules bêta pancréatiques MIN6 mime l'effet du 
glucose sur l'expression du gène de l'insuline ainsi que sur l'expression de 
PDX-1 et prévient l'inhibition par le palmitate. Au contraire, l'inactivation de 
PASK par la surexpression de la forme mutante, un dominant négatif (100), 
KD-hPASK (pour kinase-dead human PASK) bloque l'induction de la 
transcription du gène de l'insuline et l'induction de l'expression de PDX-1 par 
le glucose. La mutation des séquences de liaison de PDX-1, et MafA sur le 
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promoteur du gène de l'insuline affecte l'induction de son activation par le 
glucose ainsi que par la surexpression de WT-PASK. Il est de même pour la 
mutation de la séquence de liaison de Beta2, mais l'effet sur la transcription 
du gène de l'insuline est moindre. Ces données indiquent que PASK régule la 
transcription du gène de l'insuline au moins via ces facteurs de transcription 
d'autant plus que PASK kinase stimule l'expression de PDX-1 et que ce 
dernier régule la transcription de son propre gène (409) ainsi que celui de 
MafA (209). D'autre part, l'inactivation de PASK induit significativement 
l'expression de l'ARNm de C/EBP dans les cellules exposées à de fortes 
concentrations de glucose en présence du palmitate. Ainsi, PASK pourrait 
également promouvoir la transcription du gène de l'insuline via l'inhibition de 
ce facteur de transcription.  
 
Nous avons montré que l'inactivation de PASK par la surexpression de KD-
hPASK réduit le contenu en insuline des cellules MIN6, ce qui est 
probablement une conséquence de la diminution de la transcription de son 
gène. À l'opposé, une augmentation artificielle de l'activation basale de PASK 
résulte en un défaut de sécrétion d'insuline en réponse au glucose. En effet, 
dans le cadre d'une collaboration avec le groupe du Pr. G. Rutter à Imperial 
College London, nous avons publié une étude dans laquelle nous avons 
caractérisé l'effet fonctionnel de deux mutations rares dans le gène 
paskhumain (334). Ces deux mutations p.L1051V et p.G1117E sont associées 
à des formes cliniques de diabète ayant des caractéristiques de type MODY. 
La protéine ayant la mutation p.G1117E possède une activité enzymatique 
deux fois plus élevée que la protéine sauvage. L'acide aminé Gly1117 se 
trouve dans l'hélice a de la région opposant le site actif de PASK. Il pourrait 
induire un changement de conformation activant le domaine kinase ou réduire 
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son interaction avec le domaine PAS. Cette augmentation de l'activité basale 
de PASK résulte en une augmentation du niveau basal de sécrétion d'insuline 
de 4,5 fois, soit en absence de stimulation au glucose (334). La mutation 
augmente également le niveau basal de l'expression du gène de l'insuline et 
de PDX-1. Cette augmentation, avec celle de la sécrétion de l'insuline sont 
telles que la réponse au glucose n'est plus observée. Une régulation appropriée 
de l'activité de PASK est donc essentielle pour assurer sa fonction.  
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2. Régulation de la stabilité de PDX-1 par PASK et GSK3 
Rappel des principaux résultats 
Dans la première partie de cette thèse, nous avons montré que PASK mime 
les effets du glucose sur l'expression du gène de l'insuline ainsi que sur 
l'expression de PDX-1. L'objectif de ce second volet de la thèse était 
d'identifier les mécanismes de régulation de l'expression de PDX-1 par PASK. 
Étant donné que PASK est une sérine/thréonine kinase, la première hypothèse 
probable est que PASK phosphoryle PDX-1 sur un ou plusieurs résidus sérine 
et/ou thréonine et que cette phosphorylation permet d'induire son expression 
ainsi que son activité de liaison au promoteur du gène de l'insuline. La 
seconde hypothèse est que PASK phosphoryle et inactive une protéine 
intermédiaire. Dans la cellule bêta pancréatique, la protéine GSK3 
phosphoryle PDX-1 sur résidu Ser268 ce qui entraîne sa dégradation par le 
complexe du protéasome (246). Le glucose inactive GSK3en induisant sa 
phosphorylation sur résidu Ser9 via la protéine Akt et rétabli l'expression de 
PDX-1 (246). Ainsi, GSK3est une protéine candidate dont l'activité pourrait 
être modulée par PASK. Dans ce second article, nous avons montré que la 
phosphorylation globale de PDX-1 sur résidus sérine est diminuée par le 
glucose ainsi que par PASK. Par des essais in vitro, nous avons démontré que 
PASK phosphoryle GSK3 sur son résidu inactivant Ser9, ce que nous avons 
confirmé dans les cellules bêta pancréatiques HIT-T15 et dans les îlots isolés 
de rats. L'effet du glucose sur la phosphorylation de GSK3 est atténué dans 
les îlots des souris déficientes en PASK. Enfin, ce mécanisme permet 
d'augmenter la stabilité du facteur de transcription PDX-1, mais ne semble 
pas affecter sa localisation nucléaire.  
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Régulation de la phosphorylation de PDX-1 
La phosphorylation de PDX-1 est une modification post-traductionnelle 
majeure qui joue un rôle clé dans la régulation du facteur de transcription. 
Une augmentation de la phosphorylation de PDX-1 est associée à sa 
translocation nucléaire (237,242-244,251), à l'induction de son activité de 
liaison au promoteur de gène de l'insuline ainsi qu'à sa transactivation 
(110,133,146,244,247,248,252). Au contraire, la diminution de la 
phosphorylation de PDX-1 est associée à une augmentation de son expression 
et de sa stabilité protéique (245,246,248). 
 
Tout comme Humphrey et al.(246), nous avons observé une diminution 
significative de la phosphorylation globale de PDX-1 sur résidus sérine en 
réponse au glucose. Ces auteurs ont identifié le résidu Ser268 comme cible de 
phosphorylation par GSK3 qui entraîne la dégradation de PDX-1 par le 
complexe du protéasome. Ce même résidu (correspondant à Ser269 chez le rat) 
a été identifié par An et al. (247). Sa phosphorylation est diminuée par le 
glucose, mais sa régulation par l'enzyme HIPK-2 ne semble pas affecter la 
stabilité de PDX-1 (247). Ces études suggèrent que GSK3 et/ou HIPK-2 
phosphoryle plus d'un résidu à la fois et mettent en évidence la complexité de 
ce mode de régulation dans la cellule bêta pancréatique. En plus de GSK3, 
de nombreuses autres protéines kinase ont été identifiées pour avoir un rôle 
important dans la phosphorylation de PDX-1 incluant ERK1/2 (217), HIPK-
2 (247) ainsi que la protéine kinase dépendante de l'ADN (DNA-PK) (248). 
Ces protéines induisent la phosphorylation de PDX-1 sur différents résidus, 
ce qui peut avoir différents effets sur sa fonction. 
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Une troisième étude ayant montré une corrélation négative entre la 
phosphorylation de PDX-1 et son expression est celle effectuée par Le brun 
et al. (248). Toutefois, il s'agit cette fois-ci, de sa phosphorylation sur résidus 
thréonine. Ces auteurs ont en effet montré que DNA-PK phosphoryle PDX-1 
sur le résidu Thr et entraîne sa dégradation par le complexe du protéasome. 
Cependant, le rôle de la phosphorylation de ce résidu en réponse au glucose 
reste à être examiné. Il y a très peu d'études ayant rapporté une régulation de 
PDX-1 par sa phosphorylation sur résidus thréonine. Nous n'avons pas 
observé de variations significatives des niveaux de phosphorylation de PDX-
1 sur résidus thréonine en réponse au glucose dans les cellules MIN6 (figure 
10). Ceci suggère que la phosphorylation de PDX-1 en thréonine en réponse 
au glucose n'est pas sous régulation majeure. Cependant, étant donné que 
l'intensité du signal détecté était généralement très faible, nous ne pouvons 
pas exclure l'implication possible d'un ou de quelques résidus thréonines 
spécifiques et dont la phosphorylation ne peut être détectée par un simple 
immunobuvardage de type Western. Pour la même raison, nous ne pouvons 
pas exclure la phosphorylation possible de PDX-1 sur résidus thréonine par 
GSK3ou par PASK. 
 
GSK3 est une cible connue de la protéine kinase Akt (265). Un modèle a été 
proposé par Humphrey et al. (246). Il stipule que le glucose active le récepteur 
de l'insuline via une régulation autocrine de la sécrétion d'insuline. Ceci 
permet l'activation de la voie PI3K. Akt phosphoryle alors la protéine GSK3 
sur Ser9 et l'inactive. Ceci prévient la phosphorylation de PDX-1 sur résidu 
Ser, ce qui a pour conséquence d'augmenter son expression. GSK3 
phosphoryle diverses protéines incluant la cycline D1(416), c-Jun et-
caténine (417). GSK3 phosphoryle également le facteur de transcription 
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MafA sur le résidu Ser65, ce qui entraîne entre autres sa dégradation par le 
complexe du protéasome (123). Nos résultats n'excluent pas l'implication de 
cette voie dans la régulation de la stabilité de PDX-1. Toutefois, étant donné 
que la signalisation par Akt ne semble pas être impliquée dans la régulation 
de la transcription du gène de l'insuline (176), sa contribution dans 
l'augmentation de l'expression de PDX-1 et de sa stabilité doit être évaluée. 
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3. Régulation de la translocation nucléaire de PDX-1. 
Rappel des principaux résultats 
L’objectif de ce dernier volet de la thèse est de caractériser la régulation de la 
translocation sub-cellulaire de PDX-1 en réponse au glucose dans les 
différents modèles expérimentaux: les lignées cellulaires sécrétrices 
d’insuline MIN6, HIT-T15 ainsi que les îlots dispersés de rats. Nos résultats 
mettent en évidence l’importance de l'utilisation des îlots dispersés pour 
l'étude de la translocation nucléaire de PDX-1, puisque ce mécanisme n’est 
observé que dans des îlots isolés primaires.  
 
Les modèles expérimentaux 
Les lignées cellulaires permettent d’étudier des mécanismes physiologiques 
et physiopathologiques dans des conditions homogènes et contrôlées. 
Contrairement aux modèles animaux et cellules primaires, la quantité de 
matériel disponible n’est pas limitée et les résultats sont en général plus 
consistants et reproductibles (418). Toutefois, les principaux inconvénients 
associés à l’utilisation de lignées cellulaires immortalisées est la perte de leurs 
caractéristiques avec le temps et selon leur manipulation. Elles peuvent avoir 
de nouvelles mutations génétiques, un métabolisme différent et peuvent 
même se dédifférencier. Les cellules MIN6 sont dérivées d’une souris 
transgénique exprimant l’antigène T de SV40 (simian virus-40) dans les 
cellules bêta pancréatiques (419). Les caractéristiques fonctionnelles des 
MIN6, telle la sécrétion de l’insuline ainsi que le métabolisme du glucose, 
sont similaires à celles des îlots isolés, ce qui justifie leur utilisation dans 
l’étude de la fonction bêta pancréatique (420). Elles sont d’ailleurs connues 
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pour leur capacité à former des agrégats cellulaires, ce qui est important pour 
le maintien d’une réponse adéquate au glucose (421,422). Les cellules HIT-
T15 sont, quant à elles, dérivées d’un insulinome de hamster exprimant 
également l’antigène T de SV40 (423). Ces cellules sont toutefois sensibles à 
de hautes concentrations de glucose (11.1 mM) et doivent donc être cultivées 
en faibles concentrations de glucose (0.8 mM) quelques jours avant 
l’expérimentation. Sinon, l’expression du gène de l’insuline et sa sécrétion de 
l’hormone peuvent être paradoxalement diminuées par des mécanismes de 
glucotoxicité (424). Enfin, les îlots isolés de pancréas d’animaux peuvent être 
laissés en suspension ou dispersés et mis en culture. Les îlots dispersés ont 
également tendance à former des agrégats (425). Malgré ses limites, ce 
système reste sans doute le modèle in vitro le plus proche du contexte 
physiologique.  
 
Régulation de la translocation nucléaire de PDX-1 
Les facteurs de transcription sont régulés par translocation nucléaire qui leur 
permet de lier leur séquence respective sur le promoteur de leurs gènes cibles 
(426). Le mécanisme est habituellement enclenché par la reconnaissance de 
la séquence de localisation nucléaire (SLN) du facteur de transcription et sa 
liaison aux récepteurs importines dans le cytoplasme. Le complexe est 
reconnu par la protéine Ran (de l’anglais pour ras-related nuclear protein) 
qui, une fois dans le noyau, permet un changement de conformation des 
importines, causant sa dissociation du facteur de transcription et le relâche de 
ce dernier dans le noyau (426). Une étude ayant rapporté une translocation 
nucléaire de PDX-1 en réponse au glucose dans les cellules MIN6 a également 
montré que ce mécanisme était régulé par l’importine 1(281). 
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La séquence SLN de PDX-1a été identifiéeet caractérisée (241), mais la 
mutation de chacun des résidus qui sont un site possible de phosphorylation 
n’avait pas d’effet sur la localisation nucléaire de PDX-1 (241). Cependant, 
ceci n’exclut pas une possible régulation via une combinaison de la 
phosphorylation de plus d’un résidu à la fois.  
 
Dans des conditions stimulantes de glucose, PDX-1 a été détecté dans le 
noyau des cellules bêta pancréatiques MIN6 (241,242,244,247,251), HIT-T15 
(268,274) ainsi que dans la lignée de cellules humaine NES2Y (242). Ceci a 
également été montré dans les îlots isolés de pancréas humains (243). Notre 
laboratoire a reproduit l’effet du glucose sur la localisation sub-cellulaire de 
PDX-1 dans le noyau des îlots isolés de pancréas de rats (179). La séquence 
SLN ne semble toutefois pas être affectée dans les mécanismes d’exclusion 
nucléaire de PDX-1 en réponse au stress oxydatif. Dans ce cas, ce mode de 
régulation semble plutôt impliquer une séquence d’exclusion nucléaire (SEN) 
(268).  
 
Des conditions de glucotoxicité ont également été associées à une exclusion 
de PDX-1 du noyau (282) de même que des conditions de glucolipotoxicité 
(179). Ceci a également été observé dans les îlots de rats perfusés avec 
duglucose simultanément avec de l’Intralipide (180) ou nourris avec une diète 
riche en gras (282). De même, PDX-1 est exclu du noyau des îlots isolés de 
pancréas de souris diabétiques db/db (282) ainsi que dans les îlots de patients 
diabètiques de type 2 (282). Ainsi, la localisation sub-cellulairede PDX-1 et 
déterminante pour le maintien de la fonction bêta pancréatique et elle est 
sensible au stress métabolique. Dans cette étude, nous avons reproduit ces 
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observations dans les îlots isolés de pancréas de rats et dispersés, puis exposés 
au palmitate ainsi qu’au H2O2, ce qui non seulement confirme ce mode de 
régulation, mais valide de plus l’utilisation de ce modèle expérimental. 
L’absence de translocation de PDX-1 endogène dans les cellules MIN6 et 
HIT-T15 met en évidence la divergence des mécanismes moléculaires entre 
ces modèles. 
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1. La régulation par le palmitate et les céramides 
Nous avons montré que l'induction de l'expression de l'ARNm ainsi que 
l'expression des protéines PASK et PDX-1 par le glucose est inhibée en 
présencedu palmitate dans les cellules MIN6 et dans les îlots isolés de rats 
(176). D'autre part, la surexpression de la forme sauvage de PASK prévient 
l'effet inhibiteur du palmitate sur l'expression du gène de l'insuline et sur 
l'expression et la stabilité de PDX-1 (176,249). Il est donc probable que la 
stabilité du facteur de transcription soit également régulée négativement par 
les acides gras.  
 
GSK3 estactivée par les céramides via la phosphatase PP2A (de l'anglais 
pour protein phosphatase 2 A) pour induire l'apoptose (427). PP2A est activée 
par les céramides viades mécanismes encore inconnus. Elle ne semble pas agir 
directement sur GSK3, mais pourrait déphosphoryler et inactiverla protéine 
Akt ou agir en amont, sur la protéine PI3K (427). GSK3étant un substrat de 
la protéine Akt, notre hypothèse est que ces mécanismes permettent son 
activation, cequi lui permet alors de phosphoryler PDX-1 sur résidus sérine 
et entraîner sa dégradation. Nous avons testé la phosphorylation de PDX-1 
sur résidu sérine et thréonine dans les extraits de cellules MIN6 exposées 24h 
à des concentrations stimulantes de glucose en absence ou en présence du 
palmitate. Comme présenté à la figure 10, le palmitate empêche la diminution 
de la phosphorylation de PDX-1 sur résidus sérine par le glucose. Ces résultats 
sont en faveur de notre hypothèse et indiquent que l'inhibition de l'induction 
de l'expression de PDX-1 par le glucose en présence du palmitate pourrait être 
due à une diminution de sa stabilité. Par ailleurs, nous n'avons pas détecté de 
variations significatives des niveaux de phosphorylation de PDX-1 sur résidu 
thréonine en présence du palmitate. 
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Il serait intéressant d'examiner la contribution de PASK dans ces mécanismes. 
Notre hypothèse est que la surexpression de la forme sauvage de PASK dans 
les cellules ou îlots exposés à de hautes concentrations de glucose en présence 
du palmitate empêche l'augmentation de la phosphorylation de PDX-1 en 
sérine. Enfin, bien qu'il serait également intéressant d'évaluer la contribution 
de ERK1/2 dans ces mécanismes étant donné son activation par le palmitate 
et les céramides (176), la régulation de GSK3 semble être indépendante de 
ERK1/2 (427). 
 
 
Figure 10 : Le palmitate bloque la réduction de la phosphorylation de 
PDX-1 sur résidus sérine. Les cellules MIN6 ont été exposées à 2 ou 11 mM 
glucose en présence ou en absence de palmitate (PA) pendant 24 heures. 
PDX-1 a été immunoprécipité à partir des lysats protéiques totaux avec un 
anticorps anti-PDX-1. Un immunobuvardage de type Western a été ensuite 
effectué à l'aide des anticorps anti-PDX-1 et antiphosphosérine. *p<0.05.  
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La phosphorylation de PDX-1 
Selon nos données, la stabilité protéique de PDX-1 est un mécanisme 
important dans la régulation de la transcription du gène de l'insuline et le rôle 
de PASK semble être central. L'augmentation de la phosphorylation de PDX-
1 sur résidus sérine est associée à la dégradation du facteur de transcription 
par le complexe du protéasome (245,246,249). Nous n'avons pas identifié le 
ou les résidus sérines spécifiques à cette régulation, mais deux autres études 
ont identifié les sites Ser61, Ser65 (245) et Ser268 (246). Le résidu Ser272 a 
également été proposé, mais son rôle n'a pas été démontré (246). Il serait 
intéressant de caractériser le profil de phosphorylation de PDX-1 dans 
desconcentrations faibles et fortes de glucose en présence ou en absence de 
palmitate. Les sites d'intérêt pourraient être mutés dans le but de comprendre 
leur rôle fonctionnel. L'effet de leur mutation serait testé sur : 1) l'expression 
et la stabilité de PDX-1; 2) sa translocation nucléaire; 3) son activité de liaison 
au promoteur du gène de l'insuline et 4) la transcription du gène de l'insuline. 
La même approche pourrait être utilisée pour évaluer l'implication de PASK 
ainsi que pour déterminer le rôle potentiel des résidus thréonine. 
 
La stabilité de PDX-1 et implication de Pcif1 
La protéine Pcif1 se lie au domaine C-terminal de PDX-1 et le dirige vers le 
complexe du protéasome via les protéines d'échafaudage Cul3. Le complexe 
est ensuiteubiquitiné et dégradé (275,276). La liaison de Pcif1 à PDX-1 est 
inhibée par le glucose (279) ce qui porterait à croire qu'elle soit également 
régulée par la voie PASK-GSK3 quenous avons identifiée. Plusieurs 
questions se posent alors. La liaison Pcif1-PDX-1 est-elle également modulée 
par PASK/GSK3? Serait-elle initiée par la phosphorylation en sérine de 
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PDX-1? Quels seraient les résidus impliqués dans cette liaison ? Pcif1 serait-
il également cible de PASK/GSK3? Comme son nom l'indique, Pcif1 se lie 
au domaine C-terminal de PDX-1. Le résidu Ser268 identifié par Humphrey et 
al. (246) serait-il alors impliqué ? 
 
2. MafA et C/EBP 
Les mécanismes de régulation des facteurs de transcriptions MafA et C/EBP 
restent à élucider. L'expression de l'ARNm de MafA est diminuée dans des 
conditions de haut glucose en présence du palmitate, mais n'est pas affectée 
par l'inhibition de ERK1/2 ni par l'inactivation de PASK (176). MafA est 
toutefois phosphorylé par GSK3, ce qui entraîne sa dégradation par le 
complexe du protéasome (123). Quant à C/EBP, son expression est 
augmentée par le palmitate (dans des conditions d'apoptose) (149,372), mais 
pas par l'oléate (428) et il se lie au promoteur du gène de l'insuline par 
compétition avec les facteurs de transcription PDX-1 et MafA (150,413). Son 
expression est stimulée lorsque PASK est inactivée (183). Pour identifier les 
mécanismes de régulation de MafA et C/EBP par les acides gras, 
particulièrement le palmitate et les céramides, il sera nécessaire d'examiner 
leur expression protéique ainsi que d'autres niveaux de régulation post-
traductionnelles, telle la phosphorylation. 
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3. PAS kinase et GSK3 : cibles thérapeutiques 
Depuis les dernières années, de plus en plus de groupes de recherche et 
compagnies pharmaceutiques portent un intérêt particulier à la protéine 
GSK3 en tant que cible thérapeutique contre le diabète. L'élucidation de sa 
structure protéique ainsi que de son mode d'intéraction avec différents ligands 
a permis le développement d'une multitude de composés ayant la capacité 
d'inhiber la protéine. Certains d'entre eux ont même été testés in vivo et leur 
effet anti-diabétique a été confirmé (431-433). Toutefois, GSK3est 
impliquée dans plusieurs foncyions physiologiques (croissance et 
prolifération, métabolisme énergétique, développement neuronal, etc.) et ces 
composés ne sont malheureusement pas encore spécifiques. Par exemple, une 
exposition prolongée à ces drogues pourrait entraîner des effets oncogéniques 
(434). Les travaux de cette thèse ont permis d'identifier pour la première fois 
un nouveau mécanisme d'inactivation de GSK3, soit par phosphorylation 
directe de son site Ser9 par PASK. Il serait intéressant de tester si ce 
mécanisme est spécifique à la cellule bêta pancréatique puisque dans le foie, 
PASK et GSK3 phosphorylent toutes deux la glycogène synthase et ont donc 
plutôt un rôle similaire dans la fonction hépatique (22). 
 
De par les caractéristiques de son domaine PAS, PASK semble être activée 
par une petite molécule dérivée du métabolisme du glucose (ex: hème, ATP, 
O2), ce qui fait d'elle une candidate idéale pour le développement de composés 
pharmaceutiques. De plus, PASK est la seule protéine kinase, du moins 
connue à ce jour, a avoir un domaine PAS chez l'humain, ce qui la distingue 
des autres protéines kinases. 
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Dans la première partie de la thèse, nous avons identifié deux mécanismes par 
lesquels est régulée l'expression du gène de l'insuline. Dans le premier, la 
synthèse de novo des céramides en présencede palmitate inhibe la 
transcription du gène de l'insuline via l'activation de ERK1/2. Le second 
mécanisme proposé est que le palmitate inhibe l'expression de PASK induite 
par le glucose, ce qui a pour conséquence la diminution de l'expression de 
PDX-1. Enfin, nous avons également mis en évidence l'existence d'un 
troisième mode de régulation, encore inconnu, par lequel le palmitate inhibe 
l'expression du facteur de transcription MafA et qui est indépendant des 
protéines ERK1/2 et PASK (figure 11). 
 
En second lieu, nous avons identifié le mécanisme par lequel PASK régule 
l’expression du gène de l’insuline via PDX-1. Nous avons identifié GSK3 
comme nouveau substrat de PASK dans la cellule bêta pancréatique et 
démontré un nouveau mécanisme, qui semble majeur, dans la régulation de la 
stabilité de PDX-1 (figure 11).  
 
Enfin, la translocation nucléaire de PDX-1 endogène, et qui semble être 
indépendante de PASK, est sensible au contexte expérimental, puisque sa 
régulation est absente dans les lignés cellulaires MIN6 et HIT-T15, mais est 
préservée dans les îlots dispersés de pancréas de rats. 
 
Le palmitate inhibe l’expression et la localisation nucléaire de PDX-1 ainsi 
que l’expression de PASK, mais, en contrepartie, active GSK3 et augmente 
la phosphorylation de PDX-1. Notre hypothèse est que le palmitate inhibe 
l’expression et/ou la stabilité protéique de PDX-1 via l’inhibition de 
l’expression de PASK et l’activation de GSK3. L’identification des 
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mécanismes par lesquels le palmitate exerce ses effets inhibiteurs sur la 
fonction bêta pancréatiques, complémenterait nos études, et pourrait 
permettre une avancée significative dans la compréhension des mécanismes 
des effets délétères des acides gras sur la cellule bêta pancréatique, et leur 
implication dans le développement du diabète de type 2. 
 
 
 
 
Figure 11: Résumé des pricipaux résultats de cette thèse. 
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Summary 
The concept of glucolipotoxicity refers to the combined, deleterious effects 
of elevated glucose and fatty acid levels on pancreatic beta-cell function and 
survival. Significant progress has been made in recent years towards a better 
understanding of the cellular and molecular basis of glucolipotoxicity in the 
beta cell. The permissive effect of elevated glucose on the detrimental actions 
of fatty acids stems from the influence of glucose on intracellular fatty-acid 
metabolism, promoting the synthesis of cellular lipids. The combination of 
excessive levels of fatty acids and glucose therefore leads to decreased insulin 
secretion, impaired insulin gene expression, and beta-cell death by apoptosis, 
all of which probably have distinct underlying mechanisms. Recent studies 
from our laboratory have identified several pathways implicated in fatty-acid 
inhibition of insulin gene expression, including the extracellular-regulated  
kinase (ERK1/2) pathway; the metabolic sensor Per-Arnt-Sim kinase 
(PASK); and the ATF6 branch of the unfolded protein response. We have also 
confirmed in vivo in rats that the decrease in insulin gene expression is an 
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early defect which precedes any detectable abnormality in insulin secretion. 
While the role of glucolipotoxicity in humans is still debated, the inhibitory 
effects of chronically elevated fatty acid levels has been clearly demonstrated 
in several studies, at least in individuals genetically predisposed to developing 
type 2 diabetes. It is therefore likely that glucolipotoxicity contributes to beta-
cell failure in type 2 diabetes as well as to the decline in beta-cell function 
observed after the onset of the disease. 
 
Introduction 
Over the last 20 years, the central role of pancreatic beta-cell dysfunction in 
the development of type 2 diabetes has become increasingly appreciated [1]. 
It is now generally accepted that when insulin resistance develops in response 
to environmental cues such as obesity, a subset of genetically predisposed 
individuals fails to adequately compensate for the increased insulin demand, 
and beta-cell failure ensues [2]. In addition, longitudinal studies in humans 
have clearly demonstrated that beta-cell function deteriorates during the years 
following diagnosis of type 2 diabetes, regardless of the therapeutic regimen 
[3, 4]. Although the cause of this metabolic deterioration is unknown, several 
hypotheses have been proposed. Amongst them, chronic hyperglycemia 
(glucotoxicity [5]), chronic dislipidemia (lipotoxicity [6]), or the combination 
of both (glucolipotoxicity [7]), have been postulated to contribute to the 
worsening of beta-cell function over time, creating a vicious cycle by which 
metabolic abnormalities impair insulin secretion, which further aggravates 
metabolic perturbations, and so on. While elevated levels of glucose or fatty 
acids can, by themselves, be demonstrated to have detrimental effects on beta-
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cell function in many experimental systems, the combination of both nutrients 
is synergistically harmful, which has led to the concept of glucolipotoxicity 
[7, 8]. However, despite years of investigation and significant progress made 
in the discovery of the underlying molecular and cellular mechanisms of 
glucolipotoxicity, its contribution to beta-cell failure in type 2 diabetes 
remains debated. We speculate that this uncertainty stems from several 
reasons. First, by nature of their long-term design, experiments to test cause-
and-effect relationships between chronic metabolic perturbations and 
functional outcomes are plagued with confounding variables, and therefore 
difficult to interpret. Second, the inherent limitations of in vivo models have 
prompted the development of many in vitro systems to test the hypothesis and 
define its underlying mechanisms.  As further discussed in this review, these 
systems also have important caveats.  Third and perhaps most importantly, 
there is no clear consensus on the definition of the term glucolipotoxicity. 
While its root (toxicity) implies the presence of cell death, it is often employed 
more loosely to refer to the functional effects of the combination of high 
glucose and elevated lipids on the beta cell, for instance on insulin secretion 
or gene expression. Also, while the concept of glucolipotoxicity implicitly 
refers to a chronic situation, the notion of chronicity is variable, spanning from 
a few hours of ex vivo cell culture to many years in diabetic patients. This is 
particularly problematic since fatty acids have a dual and time-dependent 
effect on beta-cell function, acutely stimulatory but chronically inhibitory. 
Thus, there are virtually as many definitions of the term glucolipotoxicity as 
groups studying it, which has created confusion in the field. For the purpose 
of this article, we propose to define glucolipotoxicity as the combined, 
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deleterious effects of elevated glucose and fatty acid levels on pancreatic beta-
cell function and / or survival. This review focuses on recent developments in 
the field of glucolipotoxicity from both in vitro and in vivo studies. 
 
Cellular and molecular mechanisms of glucolipotoxicity in the beta cell 
Considering the complexity of designing mechanistic studies in vivo to 
investigate the chronic effects of fuel oversupply, a number of in vitro models, 
using insulin-secreting cells and isolated islets, have been employed to 
identify the cellular and molecular basis of glucolipotoxicity. In these 
systems, prolonged exposure to elevated levels of fatty acids is associated 
with inhibition of glucose-induced insulin secretion [9-12], impairment of 
insulin gene expression [13-18], and induction of cell death by apoptosis [19-
28]. Importantly, several of these studies have provided evidence that 
lipotoxicity only occurs in the presence of concomitantly elevated glucose 
levels [15, 16, 28], an observation also confirmed in vivo [29, 30]. The 
biochemical basis for this permissive effect of glucose will be discussed first 
in this section, followed by a review of the mechanisms underlying the 
functional manifestations of glucolipotoxicity on the beta cell (insulin 
secretion, insulin gene expression, and cell survival). 
Biochemical pathways and lipid intermediates implicated in glucolipotoxicity 
The permissive effect of glucose on the deleterious actions of chronic fatty 
acids stems from its influence on intracellular metabolism of fatty acids [31, 
32]. Prentki and Corkey [7] first proposed that glucose determines fatty acid 
partitioning in pancreatic beta cells (Figure 1). At low glucose concentrations, 
fatty acids are transported into the mitochondria via the enzyme carnitine-
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palmitoyl transferase-1 (CPT-1) for beta-oxidation, which has essentially no 
functional consequences. In contrast, when both glucose and fatty acid 
concentrations are elevated, intracellular metabolism of glucose leads to the 
formation of cataplerotic signals, such as citrate, and the generation of 
malonyl-CoA in the cytosol. Since fatty-acid synthase activity is lower than 
that of acetyl-CoA carboxylase in the beta cell [33], the predominant effect of 
malonyl-CoA is to inhibit CPT-1 activity, which in turn blocks fatty acid 
oxidation and leads to accumulation of long-chain acyl-CoA esters (LC-CoA) 
in the cytosol [7]. Accumulation of cytosolic LC-CoA, either directly or via 
generation of lipid-derived signals, adversely affects beta-cell function [8]. In 
addition to its metabolic effects directing fatty-acid partitioning into 
esterification, glucose coordinately activates the expression of genes involved 
in lipogenesis [34]. A key player in this mechanism is the enzyme AMP-
activated protein kinase (AMPK), acting as a metabolic sensor that directs the 
beta cell into a “storage mode” in the face of nutrient oversupply [35], as it 
does in myocytes and hepatocytes [36]. Indeed, AMPK activity is inversely 
correlated with the glucose concentration [37] and is stimulated by palmitate 
[38] in beta cells. Downstream of AMPK, the transcription factor sterol-
regulatory-element-binding-protein-1c (SREBP1c), which regulates the 
expression of genes controlling fatty acid synthesis [39], translates the 
metabolic signal sensed by AMPK into changes in gene expression, leading 
to enhanced lipogenesis. Glucose also increases the expression of liver X 
receptor (LXR) which then contributes to enhancing SREBP1c expression 
and lipid synthesis [40]. 
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While it is now generally accepted that fatty acid partitioning towards 
esterification and cellular lipid synthesis underpins the cellular mechanisms 
of glucolipotoxicity in pancreatic beta-cells, the nature of the lipid-derived 
metabolites directly responsible for the deleterious effects of fatty acids is still 
elusive. It is unlikely that triglyceride accumulation itself might be the culprit, 
since triglycerides represent a relatively innocuous form of fat storage that 
can actually protect against lipotoxicity [41].  Studies have shown that 
monounsaturated fatty acids are less toxic and can actually protect from the 
detrimental effects of unsaturated fatty acids because they are more readily 
esterified into triglycerides [26, 41]. Consistent with this notion is the 
observation that stearoyl CoA desaturase-1 (SCD1) protects from 
lipoapoptotic cell death induced by palmitate [42]. In fact, whereas deletion 
of SCD1 in mice improves insulin sensitivity [43], when introduced on the 
obese, leptin-deficient ob/ob background the SCD1 deletion leads to a 
worsening of diabetes associated with triglyceride and cholesterol overload in 
islets [44]. 
Prentki and colleagues [45, 46] have proposed the elegant concept that 
increased glycerolipid / fatty acid cycling represents a mean by which the beta 
cell attempts to protect itself from nutrient oversupply while remaining fuel-
responsive so as to be capable of releasing insulin in the face of increased 
demand. In turn, the unintended consequence of this fuel detoxification 
mechanism is the generation of harmful intermediates from increased flux 
through the cycle. The question remains that if triglyceride accumulation is 
merely a marker of enhanced esterification fluxbut does not cause 
glucolipotoxicity by itself, then what are the lipid-derived molecules directly 
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responsible for the impairment of beta-cell function? The role of 
intermediates of the esterification pathway (e.g. lysophosphatidic acid, 
phosphatidic acid, diacylglycerols) has been suggested [2] but, to our 
knowledge, not formally demonstrated. De novo synthesis of ceramide has 
been shown to play a role both in fatty acid-induced beta-cell death [47] and 
fatty acid-inhibition of insulin gene expression [17], but not in the impairment 
of insulin secretion [48]. These observations illustrate an important point, 
which may in part explain why the lipid-derived intermediates mediating 
glucolipotoxicity have remained elusive: the mechanisms underlying the 
various functional manifestations of glucolipotoxicity are likely distinct. For 
example, accumulation of ceramide impairs insulin gene expression and, 
under certain circumstances, induces cell death, without affecting insulin 
secretion. Therefore, our view is that the full array of functional defects 
associated with glucolipotoxic conditions is due to the generation of several 
intracellular metabolites acting on various signaling pathways and cellular 
functions rather than to a single intermediate. 
While most studies investigating the mechanisms of glucolipotoxicity in the 
beta cell have focused on the esterification pathway and triglyceride synthesis, 
cholesterol metabolism has recently been shown to also play an important 
role. Exposure of beta cells to oxidized low-density lipoproteins (LDL) 
induces apoptosis [49] and decreases insulin gene expression [50], whereas 
native LDL particles have no effect and high-density lipoproteins (HDL) are 
protective. Beta-cell specific knock-out (KO) of the ATP-binding cassette 
transporter subfamily A member 1 (ABCA1), which mediates reverse 
cholesterol efflux, results in increase cellular cholesterol content and impaired 
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insulin secretion downstream of glucose metabolism, probably at the level of 
insulin exocytosis [51]. In addition, the ability of the thiazolidinedione 
rosiglitazone to improve glucose tolerance in high-fat diet fed mice requires 
a functional ABCA1 in beta cells [51]. Finally, forcing cholesterol synthesis 
in beta cells by transgenic overexpression of SREBP2 under the rat insulin 
promoter results in a severe loss of beta-cell mass and a diabetic phenotype 
[52]. Since LXR regulates ABCA1 expression [51] and is itself directly 
regulated by glucose [53], glucose therefore coordinately increases fatty acid 
esterification and intracellular cholesterol synthesis. 
The premise to the hypotheses described above that intermediates generated 
during triglyceride or cholesterol synthesis are mechanistically involved in 
glucolipotoxicity is that extracellular fatty acids are first transported across 
the plasma membrane and act intracellularly. This concept has been 
challenged by the deorphanization of the G-protein coupled receptor GPR40 
[54, 55]. GPR40 is specifically expressed in pancreatic beta cells and is 
activated by long-chain fatty acids, which raises the possibility that some of 
the functional effects of fatty acids on the beta-cell might be mediated by 
activation of a cell-surface receptor. Consistent with this possibility, a role for 
GPR40 in mediating fatty acid-inhibition of insulin secretion has been 
suggested by the observation that islets from GPR40 KO mice are insensitive 
to the inhibitory effects of prolonged fatty acids [56]. Using a different line of 
GPR40 KO mice, we were unable to reproduce these findings and found that 
deletion of the receptor does not protect islets from fatty acid-inhibition of 
glucose-induced insulin secretion [57]. In addition, subsequent studies also 
using whole-body KO found that GPR40 deletion did not protect mice from 
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high-fat diet-induced glucose intolerance [58, 59]. This conclusion was 
further supported by the observation that small molecule GPR40 agonists 
improved glucose tolerance in mice with high-fat diet-induced obesity [60]. 
Therefore, we do not favor the view that GPR40 plays a major role in the 
mechanisms of glucolipotoxicity in thebeta cell. 
 
Mechanisms underlying the functional manifestations of 
glucolipotoxicity 
Fatty-acid impairment of insulin secretion 
Prolonged exposure of betacells to fatty acids in vitro inhibits glucose-
stimulated insulin secretion [9-12], a phenomenon also observed in vivo in 
rats [61] and humans [62].  In recent years, several potential mechanisms have 
been investigated, including upregulation of uncoupling protein 2 (UCP2), 
activation of the novel isoform of protein kinase C PKC, andlate exocytotic 
events. 
UCP2 is a ubiquitously expressed mitochondrial carrier which has been 
suggested to uncouple the respiratory chain from ATP synthesis [63], 
although its biological functions are still unclear [64]. Initial evidence 
suggested that UCP2 might modulate insulin secretion and thereby play a role 
in glucolipotoxicity. This was based on the observations that increasing UCP2 
expression in beta cells impairs insulin secretion [65, 66] and that UCP2 KO 
animals on a mixed genetic background have increased circulating insulin 
levels and are protected from diabetes [63, 67]. This contention has been 
recently challenged by the observation that KO of UCP2 on 3 different 
congenic backgrounds in the mouse leads to oxidative stress and impaired 
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insulin secretion [68]. Thus, the increase in UCP2 expression observed in 
islets after high-fat feeding in rodents [30, 66] or exposure to fatty acids in 
vitro [69, 70] likely represents a cellular defense mechanism against fuel 
overload and oxidative stress rather than a deleterious response. Consistent 
with this possibility is the observation that transgenic overexpression of UCP2 
does not alter mitochondrial function or glucose-induced insulin secretion but 
decreasesreactive oxygen species production [71]. Overall, it appears unlikely 
that an increase in UCP2 expression in response to fatty acids represents a 
causal mechanism of the impairment of insulin secretion under glucolipotoxic 
conditions. 
Activation of the lipid-regulated isoform PKC has also been suggested as a 
possible candidate signaling molecule underlying the decrease in insulin 
secretion in glucolipotoxicity. Work by the group of Biden has shown that the 
normalization of glucose tolerance in PKC KO mice under high-fat feeding 
was due to improved insulin secretion [72]. Further, they demonstrated that 
islets isolated from PKC knock-out mice were protected from the deleterious 
effects of fatty acids on insulin secretion in vitro, and that inhibition of PKC 
was capable of restoring insulin secretion in islets from db/db mice [72]. More 
recently, this group has shown that the improvement in insulin secretion in 
PKC knock-out islets in the face of glucolipotoxicity was due to selective 
restoration of the amplifying pathway of insulin release, probably due to the 
generation of a lipolytic intermediate [73]. Interestingly, this is consistent 
with the concept proposed by Prentki and colleagues that lipolysis-generated 
signals contribute to the regulation of insulin secretion [74] and that, more 
generally, glycerolipid/fatty acid cycling in the beta cell provides essential 
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coupling factors for insulin secretion but becomes detrimental under 
conditions of fuel oversupply [45, 46]. 
Finally, evidence suggests that fatty acids might alter one or more late steps 
of insulin exocytosis in beta cells. Kato et al. [75] have shown that expression 
of granuphilin, an effector of the small GTP-binding protein Rab27a, which 
plays a key role in the docking of insulin secretory granules to the plasma 
membrane, is increased in islets exposed to palmitate as a consequence of 
upregulation of SREBP1c. This in turn inhibits insulin secretion in response 
to fuel and non-fuel stimuli. In addition, Olofsson et al [76] demonstrated that 
prolonged exposure of mouse islets to glucose and fatty acids inhibited insulin 
secretion at a very late stage of exocytosis by interfering with the release of 
insulin at the fusion pore. These findings suggest that the mechanisms by 
which fatty acids affect insulin secretion might, at least in part, lie at the level 
of the exocytotic machinery and, consequently, impair insulin secretion in 
response not only to glucose but also to other secretagogues.  
Fatty-acid impairment of insulin gene expression 
We [15-18, 77] and others [13, 14] have shown that prolonged exposure to 
fatty acids impairs insulin gene expression in the presence of high glucose. 
The mechanisms whereby fatty acids affect insulin gene expression are 
distinct from those by which they impair insulinsecretion. First, whereas both 
palmitate and oleate inhibit insulin secretion, only palmitate affects insulin 
gene expression [48]. This is due to the fact that only palmitate can serve as a 
substrate for de novo ceramide synthesis [17]. The transcriptional 
mechanisms by which palmitate inhibits insulin gene expressiondo not 
involve changes in insulin mRNA stability but, rather, inhibition of glucose-
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induced insulin promoter activity [17]. This is associated with decreased 
binding activity of the transcription factors pancreas-duodenum homeobox 1 
(PDX-1) and MafA [18]. PDX-1 is affected in its ability to translocate to the 
nucleus, whereas MafA is affected at the level of its expression [18]. This is 
in contrast to the mechanisms of glucotoxicity, which involve post-
translational modifications of MafA [78]. 
The mechanisms whereby ceramide generation from palmitate impairs PDX-
1 subcellular localization and MafA expression are unknown, although recent 
studies have identified potential candidates. The c-jun NH2-terminal kinase 
JNK is a known target of ceramide [79] andcan repress insulin gene 
transcription both via c-jun-dependent inhibition of E1-mediated transcription 
[80, 81] and c-jun independent inhibition of PDX-1 binding [82]. In addition, 
Solinas et al. [83] have shown that palmitate activates JNK in beta cells and 
that the resulting phosphorylation of insulin receptor substrates 1 and 2 at sites 
that impair insulin signaling decreases insulin gene transcription. 
Recent studies in our laboratory have also attempted to identify the signaling 
mechanisms implicated in palmitate inhibition of insulin gene expression. 
First, we have shown that palmitate enhances glucose-induced 
phosphorylation of the extracellular-regulated kinases (ERK) 1/2, and that 
pharmacological inhibition of ERK1/2 partially restores insulin gene 
expression in insulin-secreting cells and isolated islets exposed to palmitate 
or ceramide [84]. Second, we have observed that palmitate blocks the 
induction of the Per-Arnt-Sim kinase (PASK) [84]. PASK is an evolutionarily 
conserved serine/threonine protein kinase, containing a PAS domain sensitive 
to the intracellular environment which regulates the kinase domain to 
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transduce the signal [85]. In budding yeast, it coordinates sugar storage and 
protein synthesis with carbohydrate availability [86]. In mammals, it has been 
demonstrated to be an important regulator of glycogen synthase and cellular 
energy balance [87]. In pancreatic beta cells, PASK is required for glucose-
induced insulin gene transcription [88]. In our recentstudy [84], we observed 
that overexpression of PASK prevents the inhibitory effect of palmitate on 
insulin mRNA and PDX-1 mRNA and protein expression in MIN6 cells. In 
addition, adenoviral-mediated overexpression of wild-type PASK increased, 
whereas a kinase dead mutant of PASK acting as a dominant negative 
decreased, insulin mRNA and PDX-1 protein expression in islets. 
Interestingly, the PASK pathway appears to be independent from the ERK1/2 
pathway and to have no effect on MafA expression in our system, suggesting 
that at least 3 independent signalling arms contribute to the overall decrease 
in insulin gene expression [84] (Figure 2). Although our initial study revealed 
that palmitate mostly affects PDX-1 in its subcellular localization rather than 
its whole-cell expression levels [18], overexpression of a kinase dead mutant 
of PASK also reduces PDX-1 mRNA levels. This suggests that reduction of 
PDX-1 expression might also contribute to decreasing its binding activity 
under glucolipotoxic conditions. Whether PASK can directly phosphorylate 
PDX-1 and, thereby, alter its nuclear translocation is unknown and currently 
under investigation. Recently, expression the CAAT enhancer-binding 
protein (C/EBP), a negative regulator of insulin gene transcription [89] has 
been shown to increase in beta cells in response to fatty acids [90]. 
Interestingly, we also observed a marked increase in C/EBPmRNA levels 
upon overexpression of the dominant-negative PASK mutant in MIN6 cells 
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[84]. This raises the possibility that, as demonstrated under glucotoxic 
conditions [91], C/EBP-binds to the transcription factor nuclear factor of 
activated T cells (NFAT) on the insulin promoter and thereby inhibits MafA 
binding activity. 
A role for the unfolded protein response (UPR) and endoplasmic reticulum 
(ER) stress in beta-cell failure has received considerable attention in the past 
few years, in part because the beta cell’s intense secretory activity makes it 
particularly susceptible to perturbations of ER homeostasis [92]. As discussed 
in more details in the next section, markers of ER stress have been shown to 
be induced by prolonged exposure to fatty acids in several studies [93-101]. 
In most cases, the strong induction of ER stress markers in response to fatty 
acids is associated with apoptosis. Under our culture conditions of isolated rat 
islets in the presence of glucose and palmitate, which are not associated with 
significant cell death [84, 102], we have not been able to detect any activation 
of the inositol requiring ER-to-nucleus signal kinase (IRE) or protein kinase 
R-like ER kinase (PERK) branches of the UPR (unpublished data). In 
contrast, we have observed cleavage of the transcription factor ATF6 under 
these conditions. Since ATF6 is a negative regulator of insulin gene 
transcription [103], these preliminary results led us to hypothesize that an 
early activation of the ATF6 branch of the unfolded protein response upon 
exposure to fatty acids might represent a protective mechanism whereby the 
beta cell attempts to further decrease the load to the ER by inhibiting insulin 
gene expression. This would occur as part of the unfolded protein response, 
before overt ER stress and associated apoptosis develops. In later stages of 
more severe ER stress associated with cell death, it is possible that alterations 
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in PDX-1 function [96, 104] or insulin mRNA stability [105] also contribute 
to the decrease in insulin gene expression. 
Overall, available data regarding the mechanisms of fatty-acid inhibition of 
the insulin gene reveal a complex picture which appears to involve several 
independent pathways that all concur to decrease its expression, which is an 
early, and possibly protective, response of the beta cell in the face of nutrient 
oversupply (Figure 2). Importantly, the decrease in insulin gene expression 
under glucolipotoxic conditions is also observed in vivo ([77]; see section III 
below). 
Fatty acid induction of beta-cell death 
Saturated fatty acids can induce beta-cell death by apoptosis in the presence 
of high glucose [22, 26, 28], whereas unsaturated fatty acids are usually 
protective [21, 22, 28]. As mentioned above, this difference is likely due to 
the greater ability of unsaturated fatty acids to form intracellular triglycerides 
[21, 41, 42].Several mechanisms have been implicated, including ceramide 
formation [20, 23, 26, 47], oxidative stress [25, 27, 106, 107], and 
inflammation [108]. Recently, as mentioned above considerable evidence has 
been provided in support of a role for the UPR and ER stress in saturated fatty-
acid induced cell death ([93-101] and reviewed in [59]).The mechanisms by 
which saturated fatty acids such as palmitate induce ER stress are thought to 
involve depletion of ER calcium stores [99, 101]and result in the activation 
of JNK [99, 100], although JNK activation can, under some conditions, be 
detected prior to the appearance of ER stress [98]. Interestingly, palmitate was 
shown to induce a rapid degradation of carboxypeptidase E, which resulted 
not only in altered proinsulin maturation, but also in ER stress and apoptosis 
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[109]. The changes in CPE levels were demonstrated to occur prior to the 
development of any sign of ER stress, and to require palmitate metabolism 
and calcium influx, although the precise mechanisms by which palmitate 
initiates CPE degradation remain to be clarified [109]. Of note, however, a 
study by Lai et al. [110] using insulin-secreting cells and isolated islets 
provided evidence that palmitate-induced apoptosis can also occur in the 
absence of detectable ER stress. Finally, markers of ER stress are increased 
in pancreatic sections of type 2 diabetic patients [111].  
These observations raise the question as to whether fatty-acid induced 
apoptosis in beta cells is primarily mediated by ER stress or the mitochondrial 
death pathway. Intrinsic defects in mitochondrial function have been well 
documented under conditions of nutrient overload [112], and perturbations in 
mitochondrial permeability are observed early in the development of fatty-
acid induced cell death in beta cells [113]. Luciani et al. [114] have recently 
shown that depletion of ER calcium stores under conditions of ER stress can 
lead secondarily to mitochondrial dysfunction, suggesting that perhaps under 
glucolipotoxic conditions ER stress is a primary event which leads to 
triggering of several proapoptotic pathways, including mitochondrial-
mediated cell death. 
Finally, a recent study by Lovis et al. [115] has shown that increased 
expression of the microRNAs miR34a and miR146 also contributes directly 
to palmitate-induced cell death in insulin-secreting cells and isolated islets, 
and the overall role of microRNAs in glucolipotoxicity will hopefully become 
clearer as progress towards understanding their implications in beta-cell 
function continues to be made. 
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Limitations of in vitro studies of glucolipotoxicity 
While in vitro models using insulin-secreting cells and isolated islets have 
proven extremely valuable in dissecting the cellular and molecular 
mechanisms of glucolipotoxicity, they also have significant limitations which 
should be borne in mind when interpreting the results obtained in these 
systems. First, there appears to be species-related differences in the sensitivity 
to fatty acid-induced cell death [110]. For instance, whereas a 24-h exposure 
of human islets to elevated glucose and palmitate is sufficient to observe 
apoptosis [28], we have not detected any cell death in rat islets after 72h of 
culture under similar conditions [17, 48, 84]. Second, the concentrations of 
fatty acids used in vitro vary amongst publications. The key determinant of 
fatty acid potency is the fraction that is unbound to BSA, which depends on 
the molar ratio of fatty acids to albumin as well as the mode of preparation. 
Using a fluorescent probe that specifically measures the unbound fraction of 
fatty acids [116], we observed that when palmitate at a total concentration of 
0.5 mM was pre-complexed to bovine serum albumin with a molar ratio of 
fatty acid:albumin of 5:1, the unbound concentration is in the range of 200 
nM (Figure 3), which represents approximately 3 times the unbound 
concentration measured in the plasma of lean individuals by the same method 
[117]. Finally, the concentrations of fatty acids in the vicinity of the beta-cells 
in vivo are unknown and are probably determined by several different factors, 
including the activity of lipoprotein lipase, which accounts for some of the 
local delivery of fatty acids to the cells [118].  In fact, it is likely that 
lipoprotein lipase activity is an important control point for fatty acid delivery 
to beta-cells, since both beta-cell specific deletion and overexpression of its 
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gene in the mouse impairs glucose homeostasis and insulin secretion [119]. 
Thus, the results of in vitro experiments using fatty acids should be interpreted 
with caution, particularly when marked cytotoxicity is observed. 
In vivo studies 
Rodent models of glucolipotoxicity 
For the reasons described above, the findings of in vitro studies should be 
confirmed in vivo before they can be extrapolated to physiological or 
pathological situations. In this regard, pioneering studies by the group of 
Unger in the Zucker Diabetic Fatty (ZDF) rat were instrumental in 
establishing the concept of lipotoxicity and identifying some of its basic 
mechanisms (reviewed in [120]). In particular, these studies first identified 
the key role for ceramide as an intracellular mediator of glucolipotoxicity. 
Thus, in this model accumulation of intra-islet ceramide is detected prior to 
beta-cell dysfunction [121] and inhibition of ceramide synthesis prevents 
beta-cell death [47]. In more recent studies the beneficial effects of 
pharmacological inhibition of sphingolipid synthesis on beta-cell function and 
diabetes progression has been confirmed not only in the ZDF rat but also in 
other rodent models [122-124]. However, since ceramide is also implicated in 
the mechanisms of insulin resistance [123], it is difficult in these in vivo 
studies to distinguish between the effects of the treatment on insulin 
sensitivity and those on beta-cell function.  
Non-genetic models of glucolipotoxicity have been developed and most often 
use prolonged infusions of Intralipid, a soybean oil emulsion which generates 
a mixture of mostly unsaturated fatty acids [125] when co-injected with 
heparin. In these models, the effects of Intralipid or fatty-acid infusion on 
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beta-cell function have been inconsistent, leading to eitherunaffected [77], 
enhanced [126, 127] or reduced [9, 61, 128, 129] insulin secretion. These 
discrepancies are likely due to differences in strain, sex, age, or infusion rates. 
For instance, Mason et al. [61] and Goh et al. [128] suggested that female 
Wistar rats are more susceptible to the deleterious effects of prolonged high 
fatty acid levels, and Steil et al. [127] have observed that a 96-h Intralipid 
infusion did not affect insulin secretion in male Sprague-Dawley rats. The 
influence of genetic predisposition on the insulin secretory response to 
excessive fatty acid levels is also illustrated by the observation that insulin 
secretion is impaired to a greater extent in heterozygous lean ZDF rats than in 
Wistar rats after Intralipid infusion [128]. Recent studies in our laboratory 
also highlight the importance of the age of the animals in the response to 
chronic fuel overload. In a first study we infused8 week-old male Wistar rats 
alternatively with glucose for 4 h and Intralipid + heparin for 4h, for a total of 
72 h [77]. Hyperglycemic clamps performed at the end of the infusion failed 
to detect any effects of the glucose + Intralipid infusion regimen on insulin 
secretion in vivo, as compared to control, saline-infused animals. Similarly, 
insulin secretion in response to glucose in isolated islets was unaffected. In 
animals infused with glucose only, we observed an increase in insulin mRNA 
levels, PDX-1 nuclear localization, and PDX-1 binding to the endogenous 
insulin gene promoter in islets. In contrast, in islets from animals infused with 
glucose + Intralipid, insulin mRNA levels were reduced, PDX-1 localization 
was shifted towards the cytosol, and occupancy of the endogenous insulin 
promoter by PDX-1 was markedly diminished [77]. These results demonstrate 
that fatty acid inhibition of the insulin gene also occurs in vivo, and represents 
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an early defect that can be detected prior to any alteration in insulin secretion. 
The lack of effect of the infusion on insulin secretion in 8-week old rats 
prompted us to assess whether older animals would be more susceptible to 
nutrient overload. To test this possibility, we recently conducted a second 
study in which glucose and Intralipid were infused simultaneously and 
continuously for 72h to either 8-week old or 6-month old Wistar rats 
(unpublished results). As in our first study, this infusion regimen did not alter 
insulin secretion in 8-week old rats, as assessed by hyperglycemic clamps at 
the end of the infusion. In marked contrast, infusion of glucose + Intralipid in 
6-month old rats resulted in marked insulin resistance which was not 
adequately compensated for by a sufficient increase in insulin secretion in 
vivo, and in defective insulin secretion in vitro in isolated islets. The results 
from these two studies yield two important conclusions. First, defective 
insulin gene expression under glucolipotoxic conditions occurs in vivo and 
precedes abnormalities in insulin secretion. This confirms the physiological 
relevance of our previous in vitro findings [17, 18] and suggests that impaired 
insulin gene transcription might represent an early defect in nutrient-induced 
beta-cell failure. Second, young rats are resistant to the effects of nutrient 
oversupply, and such studies are probably better conducted in older animals, 
which more closely resemble the typical setting of type 2 diabetes in humans. 
Whether or not this age-dependent susceptibility to nutrient oversupply is 
related to the reduced beta-cell proliferative capacity in older rodents [130, 
131] is unknown and currently under investigation. 
Studies in humans 
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As in experimental animals, studies examining the effects of prolonged fatty 
acids on insulin secretion in humans have led to conflicting results. Initial 
reports from Boden and colleagues indicated that a 48-h lipid infusion induces 
an appropriate insulin secretory response in healthy subjects [132] but is 
defective in type 2 diabetic patients [133]. In contrast, Carpentier et al. [134] 
showed in non-diabetic individuals that an acute (90-min) lipid infusion elicits 
an increase in insulin secretion which disappears when the infusion is 
prolonged for 48h. The loss of insulin secretion is specific to the response to 
glucose, as the response to arginine remains normal [135]. The same group 
further showed that obese, but not diabetic, subjects are susceptible to the 
inhibitory effect of lipids on glucose-induced insulin secretion [136]. 
Importantly, the increase in insulin secretion observed in non-diabetic 
subjects in response to a 24-h glucose infusion does not occur if lipids are 
infused simultaneously with glucose [137]. Xiao et al [138] confirmed that 
fatty acids also alter beta-cell function in obese individuals when ingested 
orally, and observed interesting differences between saturated and 
polyunsaturated fatty acids. While polyunsaturated fatty acids impair insulin 
secretion directly, saturated fatty acids induce insulin resistance which was 
not adequately compensated for by an increase in beta-cell function [138]. 
The same group further observed that concomitant administration of the 
antioxidant taurine improved insulin resistance and beta-cell dysfunction 
induced by Intralipid infusion in vivo in humans, suggesting the possible 
contribution of oxidative stress [139]. 
Finally, the group of Cusi and De Fronzo has carried out a series of studies in 
non-diabetic subjects with and without family history of type 2 diabeteswhich 
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clearly highlights the importance of genetic predisposition on the effects of 
chronically elevated fatty acids in humans. They showed that a 4-day 
Intralipid infusion enhances insulin secretion (taking into account insulin 
sensitivity) in control subjects but inhibits glucose-induced insulin secretion 
in individuals with a family history of type 2 diabetes [140]. This suggests 
that the genetic predisposition to developing type 2 diabetes might 
bedependent, at least in part, on the ability of the beta cell to increase insulin 
secretion in response to elevated fatty acid levels. Importantly, treatment of 
susceptible subjects with Acipimox to decrease circulating fatty acid levels 
ameliorates insulin secretion [141]. 
 
Conclusions 
In recent years, major progress has been made towards a better understanding 
of the cellular and molecular mechanisms of glucolipotoxicity in the beta-cell. 
The biochemical basis for the permissive effect of elevated glucose on the 
deleterious actions of fatty acids is better delineated; the mechanisms by 
which the combination of excessive levels of fatty acids and glucose alter beta 
cell function are beginning to be unraveled; and it is becoming clear that the 
various functional effects of fatty acids (i.e. decreased insulin secretion, 
impaired insulin gene expression, and beta-cell death by apoptosis) have 
different underlying mechanisms. Despite significant progress, however, a 
number of important questions remain. While it is now clear that triglyceride 
accumulation is more a symptom than a cause of glucolipotoxicity, the nature 
of the lipid-derived intermediates directly responsible for the detrimental 
effects of fatty acids is still elusive. In that regard, a role for cholesterol 
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accumulation is also likely. Amongst the several candidates recently proposed 
to explain fatty-acid inhibition of insulin secretion, the role of UCP2 has 
become unclear, while convincing evidence seems to implicate the novel 
isoform PKC  as well as late exocytotic events. Regarding fatty-acid 
impairment of the insulin gene, a complex picture has emerged which 
includes prolonged activation of ERK1/2 via de novo ceramide synthesis, 
downregulation of PASK, and altered binding activities of the transcription 
factors PDX-1, MafA, and C/EBP. The role of the UPR under conditions of 
mild glucolipotoxicity (i.e., not associated with cell death) appears limited, 
although our current hypothesis is that early activation of ATF6 represses 
insulin gene transcription and thereby contributes to the reduction in 
proinsulin biosynthesis in an attempt to decrease the load to the ER. As 
conditions deteriorate, unresolved and sustained unfolded protein response 
likely leads to ER stress and, consequently, to beta-cell apoptosis under severe 
glucolipotoxic conditions. The necessity to confirm in vitro findings under 
physiological conditions has prompted several groups, including ours, to 
address these questions in in vivo models. Our studies have confirmed that 
the decrease in insulin gene expression is an early defect which precedes any 
detectable abnormality in insulin secretion, and have established that 
prolonged infusions of glucose and Intralipid impairs beta-cell function in old, 
but not young, animals, raising caution on the use of younger rodents to 
examine mechanisms of beta-cell failure. While still debated, the role of 
glucolipotoxicity in humans has been clearly demonstrated in several studies, 
at least in individuals genetically predisposed to developing type 2 diabetes.  
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We propose that the uncertainties regarding the role of glucolipotoxicity and 
its manifestations stem from the fact that it is being considered, as its name 
implies, as a deleterious phenomenon, while in fact the beta-cell’s response 
to nutrient excess likely represents a continuum encompassing all stages of 
beta-cell compensation and beta-cell failure. In that sense, some of the early 
manifestations of glucolipotoxicity should actually be considered as a positive 
response and would be more appropriately named «glucolipoadaptation», as 
proposed by Prentki and Nolan [2]. Examples of such adaptive responses are 
the early decrease in insulin gene expression, as an attempt to protect the ER 
from overload [77], or the increase in UCP2 expression, as a defense 
mechanism against oxidative stress [68]. 
The hypothesis that glucolipotoxicity represents a continuum from an 
adaptative response to a deleterious outcome is illustrated in Figure 4. 
According to this view, in normoglycemic individuals experiencing weight 
gain, the beta cell mounts a compensatory response to counter insulin 
resistance associated with obesity. This response involves coordinated 
increases in beta-cell mass, insulin biosynthesis, and insulin secretion, and 
likely relies on an enhanced responsiveness to fatty acids [142, 143]. The 
magnitude of the compensatory beta-cell response is probably genetically 
determined and, in turn, is a major determinant of the long-term ability of an 
individual to maintain glucose homeostasis in the face of insulin resistance. 
In contrast, in genetically predisposed individuals beta-cell compensation 
eventually becomes insufficient and the beta cell is no longer able to sustain 
a secretory response that matches the demand imposed by insulin resistance. 
It is probably during this decompensation phase that glucolipotoxicity plays 
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a major role, in that hyperglycemia is the permissive factor by which elevated 
fatty acids affect beta-cell function. Our data suggest that one of the first 
functional defect at this stage is a decrease in insulin gene expression, which 
likely contributes to eventual beta-cell failure since maintenance of adequate 
intracellular stores of insulin is necessary to sustain increased secretory 
demand [144]. Beta-cell decompensation evolves towards beta-cell failure 
when fasting hyperglycemia occurs. At this stage, it is likely that both 
glucotoxicity and glucolipotoxicity contribute to the decline in insulin 
secretion observed over time during the years following diagnosis of type 2 
diabetes [3]. This modelis based on extensive experimental evidence obtained 
in vitro and in rodents, but additional investigation is necessary to ascertain 
the precise contribution of glucolipotoxicity to the pathogenesis of type 2 
diabetes in humans.  
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Figure legends 
Figure 1: Effects of glucose on lipid partitioning in the beta cell. In the 
presence of simultaneously elevated levels of glucose and fatty-acid (FA), the 
increase in cytosolic malonyl-CoA resulting from glucose metabolism 
inhibits the enzyme carnitine-palmitoyl transferase-1 (CPT-1). Transport of 
long-chain acyl-CoA (LC-CoA) in the mitochondria is reduced, and the 
esterification pathway is preferentially activated, leading to cytosolic 
accumulation of lipid-derived signaling molecules such as ceramide, 
diglycerides (DG), phosphatidic acid (PA), phospholipids (PL), and 
triglycerides (TG). 
Figure 2: Working model of the mechanisms of fatty-acid inhibition of 
insulin gene expression. Several signaling pathways are activated in beta 
cells in the presence of simultaneously elevated levels of palmitate and 
glucose. First, de novo ceramide synthesis [17] leads to sustained activation 
of ERK ½ [82] and exclusion of PDX-1 from the nuclear compartment [18]. 
Second, palmitate blocks glucose-induction of PASK expression, which 
results in decreased PDX-1 expression and increased C/EBP expression 
[82]. Third, palmitate decreases MafA expression [18]. These 3 pathways 
result in decreased binding activities of PDX-1 and MafA on the insulin 
promoter. In addition, palmitate induces the cleavage of ATF6, which also 
represses insulin gene transcription (our unpublished data). 
Figure 3: Concentrations of unbound fatty acids (FA) in solution as a 
function of the fatty acid : BSA ratio for a fixed total palmitate 
concentration of 0.5 mM. Unbound fatty acids were measured using the 
fluorescent probe ADIFAB [114]. Data are the average of 2 independent 
  
 
lxxi 
 
 
experiments. Also represented are the mean ± SD of unbound FA levels 
measured in human plasma using the same method, from [115]. 
Figure 4: Hypothetical representation of the progression from beta-cell 
compensation to failure in the face of obesity-induced insulin resistance, 
and the role of glucolipotoxicity.According to this hypothesis, the decrease 
in insulin sensitivity is initially matched by a marked increase in insulin 
secretion, insulin gene expression, and beta-cell mass. At this stage the beta-
cell adapts to nutrient oversupply by switching to preferential utilization of 
fatty acids, as part of the compensatory response (glucolipoadaptation [2]).  In 
genetically predisposed individuals, the beta cell eventually becomes unable 
to further compensate and glucolipoadaptation evolves towards 
glucolipotoxicity, in which excursions of blood glucose levels outside of the 
normal range become permissive for the detrimental effects of elevated fatty 
acids. This phase is characterized by an early loss of insulin gene expression, 
decreased insulin secretion (relative to the degree of insulin resistance), and 
reduced beta-cell mass. Finally, beta-cell failure occurs when glucose levels 
are permanently in the hyperglycemic range. At that stage both glucotoxicity 
and glucolipotoxicity contribute to the continued deterioration of beta-cell 
function.  
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